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I  EINLEITUNG 
 
1.1  BEDEUTUNG DER INFORMATION – KOMMUNIKATION 
Für jeden multizellulären Organismus ist der interzelluläre Informationsaustausch von 
existentieller Bedeutung. Er ist unabdingbar für Wachstum und Differenzierung und steuert 
die verschiedensten Körperfunktionen bis hin zur Selbsterhaltung.  
 
1.1.1  In Myxomyceten 
Sogar schon bei den Myxomyceten, den zu den Schleimpilzen gehörenden einzelligen 
heterotrophen Protisten, ist dies zu erkennen. Wie Amöben wandern sie alleine umher und 
suchen nach Beute, die sie durch Phagozytose aufnehmen und im Zellinneren verdauen. Wird 
die Nahrung knapp, tauschen sie ein Signal aus, das cAMP. Hierauf lagern sich die einzelnen 
Myxomyceten zu einem Klumpen zusammen, den man als Fruchtkörper bezeichnet. Dieser 
Fruchtkörper produziert Sporen, die ausgestreut werden und in ihrer Schutzhülle ruhen, 
solange ungünstige Umweltbedingungen herrschen. Verbessern sich die Verhältnisse, reifen 
die Sporen zu der amöbenähnlichen Form heran und nehmen die einzellige Lebensweise 
wieder auf [1]. 
Hier ermöglicht die cAMP-abhängige Zusammenlagerung von Einzellern zu einem 
multizellulären Fruchtkörper die kooperative Sporulation. Die Bildung von Sporen ist ein weit 
verbreiteter Mechanismus und sorgt für das Überleben unter sonst artwidrigen 
Umweltbedingungen. In diesem Beispiel der Myxomyceten ist der interzelluläre 
Informationsaustausch nicht komplex aber von existentieller Bedeutung. 
 
1.1.2  Im Menschen 
Betrachtet man differenziertere, multizelluläre Organismen, so erkennt man auch einen 
differenzierteren interzellulären Informationsaustausch, der sehr komplex in verschiedenen 
Ebenen und Systemen abläuft. 
Voraussetzung für die Entstehung eines multizellulären Organismus ist die Entwicklung einer 
Kommunikation von Zelle zu Zelle. Nach der Entstehung neuen Lebens, angefangen von der 
Befruchtung einer Eizelle, die sich teilt, über Zygote und Morula heranwächst, und sich von 
der Blastozyste zum dreikeimblättrigen Embryo differenziert, benötigt jede Zelle für jeden 
Schritt der Differenzierung Information. Dies ergibt sich aus der Tatsache, dass die 
Differenzierung genetisch gleicher Zellen, die auch nach der Differenzierung ein identisches 
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Genom aufweisen, nur aus der Regulation der Genexpression resultieren kann. Informationen 
in Form von Botenstoffen oder Rezeptor-Rezeptor-Interaktionen führen über verschiedenste 
Mechanismen zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, die für die Expression der 
Zielgene sorgen. Die Differenzierung genetisch gleicher Zellen läuft über die transkriptionelle 
Regulation der Genexpression. Das heißt, der Differenzierungsgrad einer Zelle ist das 
Resultat einer Abfolge von Informationen, die auf diese Zelle einwirken konnten. Dies lässt 
erkennen, dass schon alleine für die Entwicklungsgeschichte von multizellulären Organismen 
wie den Menschen der interzelluläre Informationsaustausch unabdingbar ist.  
Die interzelluläre Kommunikation ist aber nicht nur für die Entwicklung sondern auch für die 
Aufrechterhaltung, also für die Homöostase von multizellulären Organismen von 
entscheidender Bedeutung. Woher weiß eine Zelle, ob sie proliferieren, sich differenzieren 
oder sterben soll?  
Sich in Gewebe integrierte Zellen können über direkten Zell-Zell-Kontakt kommunizieren. 
Sei es über Rezeptor-Rezeptor Interaktionen oder juxtakrin über plasmamembranständige 
Hormon – Rezeptor Interaktion. Fehler oder Probleme in dieser Kommunikation oder ihrer 
Strukturen führen zu Krankheit und Tod. Dies geschieht am häufigsten dadurch, dass eine 
Zelle in Ihrer Proliferation enthemmt wird. Sie ist sozusagen taub geworden und erkennt nicht 
mehr die ihr gegebene Information. Krebs entsteht. 
 
Bei uns Menschen vollzieht sich der Informationsaustausch in und zwischen verschiedenen 
Organen, von denen besonders zwei hervorzuheben sind: Dies sind das ZNS und das 
Immunsystem. Beide Systeme verarbeiten Information, wobei jedoch die Art der Information 
und der Weg der Verarbeitung grundverschieden sind.  
 
1.1.2.1  KOMMUNIKATION IM ZNS 
Im ZNS laufen Afferenzen von allen Sinnesorganen zusammen und erlauben so dem 
Menschen seine Umwelt, die Außenwelt, wahrzunehmen. Auch aus unserer Innenwelt laufen 
hier die Afferenzen aus der Propriozeption und dem vegetativen Nervensystem zusammen 
und machen es möglich den inneren Zustand wahrzunehmen. Auf dieser Basis entsteht im 
ZNS unser Bewusstsein, welches uns ermöglicht Entscheidungen zu treffen und mit der 
Umwelt zu interagieren. Hierzu laufen Signale in den Efferenzen zu Muskeln, Gelenken, den 
inneren Organen, ja quasi in den ganzen Körper.  
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Über den Hypothalamus und die Hypophyse regelt das ZNS Körperfunktionen wie 
Temperatur, Energie-, Schlaf-, Wasser- und Elektrolythaushalt, Blutdruck, Hunger, Laktation, 
Wachstum und Reproduktion. 
Das vegetative Nervensystem stellt mit dem Sympathikus und Parasympathikus eine 
Verbindung zwischen entwicklungsgeschichtlich alten Hirnfunktionen und Körper her und 
moduliert als Exekutive den Aktivierungszustand von Organen und Zellen. Dies ermöglicht 
die Anpassung der Leistung an die sich rasch ändernden Umgebungsbedingungen. Klassisch 
aufgeteilt zum einen in Energiebereitstellung für Angriff oder Flucht und zum anderen in 
Energieaufnahme für Ruhe und Reproduktion. Hierdurch steuert das ZNS die essentiellen 
Funktionen der Selbsterhaltung und passt damit unseren Körper den äußeren Zuständen an 
und schafft die benötigten inneren Zustände, so wie es die Situation gerade erfordert. 
 
Im ZNS sind ca. 1010 Neurone über Axone und Dendriten zu einem Geflecht verbunden, um 
Informationen zu verarbeiten und zu speichern. Jedes Neuron ist mit ca. 104 Nervenzellen 
über Synapsen verbunden. Die Information fließt hierbei entweder elektrisch in Form eines 
Aktionspotentiales im Nerven oder über Gap junctions direkt von Zelle zu Zelle. Signale 
werden aber hauptsächlich chemisch in Form von Neurotransmittern übermittelt. Hierzu 
müssen die chemischen Botenstoffe den synaptischen Spalt überbrücken. Diese 
Neurotransmitter, wie zum Beispiel Acetylcholin, Noradrenalin, Dopamin, ?-Aminobutyrat, 
Glutamat und Glycin, werden hierbei präsynaptisch und Ca2+ -abhängig in den ca. 20nm 
breiten synaptischen Spalt exozytiert. Ausgelöst wird dies durch ein ankommendes 
Aktionspotential. Im synaptischen Spalt erreichen sie schnell hohe Konzentrationen und 
werden von entsprechenden Rezeptoren auf der postsynaptischen Membran gebunden, 
wodurch die Erregung fortgeleitet wird. Durch eine Wiederaufnahme in die präsynaptischen 
Vesikel oder durch enzymatischen Abbau der Neurotransmitter werden diese aus dem 
synaptischen Spalt entfernt, was zu einer Beendigung der Rezeptoraktivierung führt [2]. 
Durch die Ausschüttung von Hormonen aus endokrinen Drüsen ins Blut werden in den Zellen 
des Zielgewebes oder Zielorgans Stoffwechselwege in Richtung und Geschwindigkeit 
reguliert. Hierbei handelt es sich um Proteine, abgewandelte Aminosäuren und Lipide. 
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1.1.2.2  KOMMUNIKATION IM IMMUNSYSTEM 
Das zweite System, welches sich auf die Kommunikation spezialisiert hat, ist das 
Immunsystem. Im Laufe der Evolution kam es zu dem Punkt, an dem Organismen die 
Möglichkeit hatten, von anderen Spezies zu profitieren. Sei es durch Aufnahme in Form von 
Nahrung oder sei es als Parasitismus an der Oberfläche oder im Inneren von Zellen. 
Manchmal war dies auch positiv für den Wirt wie die Mitochondrien bezeugen, die 
wahrscheinlich in eukaryontische Zellen aufgenommen wurden als die 
Sauerstoffkonzentration in der Atmosphäre anstieg. Sie haben als integraler Bestandteil der 
Säugetierzelle eine zentrale Rolle in Stoffwechsel und Energiehaushalt eingenommen [1]. In 
den meisten anderen Fällen aber war die Konsequenz eher negativ und diejenigen 
Organismen, die einen Abwehrmechanismus aufweisen konnten, wurden von der Selektion 
begünstigt. Dies war die Geburtsstunde des Immunsystems. 
 
Innerhalb des Immunsystems des Menschen kann man prinzipiell zwei Arten der 
Kommunikation unterscheiden. Zum einen besteht die Aufgabe darin, zwischen fremden und 
eigenen Strukturen zu differenzieren. Hierzu zirkuliert ein Heer von CD4+ / CD8+ T-Zellen 
und B-Lymphozyten auf der Suche nach Fremdantigenen durch den Körper. Für diese Zellen 
ist die zu verarbeitende Information strukturell, wobei auf eine Bindungsfähigkeit geprüft 
wird. Natürliche Killerzellen hingegen induzieren Apopotose in Zellen, die keine korrekte 
Expression von MHC-I Rezeptoren aufweisen. Sie erkennen infizierte oder entdifferenzierte 
Zellen nur indirekt. Die Vermittlung einer adaptiven Immunantwort erfordert aber die 
zusätzliche Erkennung eines fremden Antigens durch das angeborene Immunsystem via Toll 
Like-, Mannose-, Glucan-, Scavenger- Rezeptoren oder CD-14, den Rezeptor für bakterielles 
LPS. Auch hier ist die zu prüfende Information strukturell und bezieht sich auf 
phylogenetisch alte und hochkonservierte Strukturen von Pathogenen wie LPS, 
doppelsträngige RNA oder nicht methylierte CpG DNA. Die Aktivierung der spezifischen 
Immunität ist also redundant ausgelegt. Dies reflektiert die verheerenden Konsequenzen einer 
gegen eigenes Gewebe gerichteten Immunreaktion. Die adaptive Immunität beruht auf der 
klonalen Expansion der betreffenden B- und T-Zellen, die die spezifischen Antikörper bilden 
bzw. die betroffenen Zellen direkt töten sollen. Die durch aktivierte B-Zellen gebildeten 
Antikörper fungieren als Art Adapterprotein und vermitteln durch eine Aktivierung des 
Komplementsystems und Opsonierung von Pathogenen die Information der spezifischen 
Immunität zurück zur angeborenen Immunität.  
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Die zweite Form der Kommunikation betrifft einen Informationsaustausch zwischen den 
einzelnen Effektorzellen des Immunsystems untereinander, und mit verschiedenen Geweben 
und Organen. Dieser Informationsaustausch hat die Aufgabe das Immunsystem zu 
koordinieren und eine adäquate Antwort auf das pathologische Agens zu organisieren, um die 
Integrität des Organismus zu bewahren. Diese Kommunikation beinhaltet Chemotaxis, 
Stimulation und Hemmung von Zellaktivität, Regulation von Zelldifferenzierung wie z. B. 
von B-Zelle zu Plasmazelle, Induktion von Fieber, Steuerung von Durchblutung und 
Zellmigration, um nur eine Auswahl zu nennen. Hierbei fließt die Information direkt über 
einen Rezeptor – Rezeptor – Kontakt, soweit die Zellen einen direkten Kontakt herstellen 
können, und über die Produktion, Ausschüttung und Rezeptorbindung von Zytokinen [3]. 
 
Alle diese Regulationsvorgänge müssen auf das genaueste koordiniert und an die jeweilige 
Situation adaptiert ablaufen. Schon kleinste Fehler in diesem System haben große 
Auswirkungen. Diese Fehlfunktionen lassen sich prinzipiell in 3 Kategorien einteilen.  
 
1. Verkennt das Immunsystem eigenes Gewebe als Fremdes, so wird der eigene Körper 
attackiert und es kommt zum Formenkreis der Autoimmunkrankheiten. 
2. Reagiert das Immunsystem überschießend auf ein Antigen, so löst diese zu heftige, 
überproportionierte Reaktion allergische Krankheiten aus. Es besteht eine 
Hypersensibilität auf ein meist harmloses Antigen. 
3. Fehler oder Schäden, die die Funktion des Immunsystems einschränken führen zum 
Zustand der Immunsuppression mit rekurrenten Infektionen und der Ausbildung von 
Krebs [3]. 
 
 
1.2  ZYTOKINE UND IHRE REZEPTOREN 
 
1.2.1  Zytokine 
Der Oberbegriff Zytokine steht für eine große Gruppe von Molekülen, die während einer 
Immunreaktion Informationen zwischen Zellen austauschen. Alle Zytokine sind Polypeptide 
mit einer mittleren Größe von 15-25kDa, und manche dieser Gewebshormone sind teilweise 
glykosyliert [4]. Nach Verletzung, Infektion oder Stress werden sie schnell synthetisiert und 
sezerniert. Alle diese humoralen Faktoren binden an spezifische Rezeptoren an der 
Zelloberfläche. Ist ein Zytokin membranständig kann bei Zell-Zell-Kontakt ein Signal 
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juxtakrin übertragen werden. Sezernierte Gewebshormone agieren autokrin und parakrin; nur 
seltener endokrin. Die Effektorzellen der Zytokine gehören zum Immunsystem und zu 
anderen Geweben wie Endothel, Hepatozyten, und Hypothalamus, um nur die Wichtigsten zu 
nennen. Manche Zytokine wie z. B. die Interferone wirken auf umliegendes Gewebe jeglicher 
Art.  
 
 Zu den Zytokinen zählen: 
- Interleukine (von Leukozyten sezernierte Informationsproteine)  
- Chemokine mit chemotaktischer und entzündungfördernder Wirkung wie z.B. 
RANTES, MCP-1 
- Interferone (limitieren die Ausbreitung viraler Infektionen) 
- Wachstumsfaktoren, wie z.B. NGF, EGF 
- Kolonie-stimulierende Faktoren (CSF) wie z. B.: GM-CSF oder EPO (steuern die 
Differenzierung und Produktion von Granulozyten bzw. Erythrozyten) 
- Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) 
 
Eine andere Einteilung folgt der dreidimensionalen Struktur der Zytokine. In dieser Einteilung 
gibt es eine Gruppe, die sich durch 4 antiparallel in einem Bündel angeordnete ?-Helices 
auszeichnet [5]. Diese Gruppe lässt sich weiter in kurzkettige und langkettige Zytokine 
unterteilen. Zu den letztgenannten (ca. 25 Aminosäuren in jeder ?-Helix) gehören IL-6, IL-11, 
LIF, OSM, CNTF, CT-1, EPO, GCSF, IL-12, Wachstumshormon, Prolactin, IL-10, IFN ?/?, 
Leptin, TPO und p28 (Untereinheit von IL-27) [6, 7].  
Zytokine sind extrem starke Transmitter, die schon im pico- bis nanomolaren Bereich zu 
Veränderungen in den Zielzellen führen. Trotz dieser enormen Wirkstärke agieren Zytokine 
nicht einzeln, sondern entfalten ihre Wirkung meist erst im Zusammenspiel. So hängt die 
Reaktion einer Zelle vom Muster der auf sie einwirkenden Zytokine und den jeweils von ihr 
exprimierten Zytokinrezeptoren ab. Zytokine haben ein pleiotropes Wirkspektrum. Sie 
können multiple Funktionen haben, da verschiedene Zelltypen auf den gleichen Botenstoff 
unterschiedlich reagieren können. Unterschiedliche Zytokine können aber auch in ihren 
Zielzellen die gleiche Wirkung hervorrufen – sie wirken redundant. Im Zusammenspiel 
agieren sie additiv, antagonistisch oder synergistisch und funktionieren in einem Netzwerk, in 
dem die Produktion eines Zytokins die Produktion eines anderen beeinflusst. Prinzipiell 
regulieren sie die Genexpression in ihren Zielzellen und beeinflussen und steuern so 
Differenzierung, Proliferation, Migration und Apoptose. 
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1.2.2  Zytokinrezeptoren 
Diese membranständigen Proteine, die Signale von extrazellulär nach intrazellulär vermitteln, 
lassen sich hinsichtlich ihrer Struktur und Sequenz in vier verschiedene Gruppen einteilen [3]. 
1. Die größte Gruppe der Zytokinrezeptoren ist die Gruppe der Typ I Rezeptor Superfamilie. 
Sie ist definiert durch eine strukturhomologe Extrazellulärregion mit einem extrazellulären 
N-Terminus, einer Transmembrandomäne und mindestens einem CBM (cytokine-binding-
module), welches aus zwei Fibronektin Typ III ähnlichen Domänen besteht, wobei die N-
terminale Domäne vier konservierte Cysteinreste und die C-terminale Domäne ein 
konserviertes WSXWS Motiv beinhaltet [5]. Zu dieser Gruppe gehören die Rezeptoren von 
Interleukin-2, -3, -4, -5, -6, -7, -9, und -12; G-CSF und GM-CSF. Auch die Rezeptoren von 
Prolactin und des Wachstumshormons gehören hierzu. 
2. Die Gruppe der Typ II Rezeptoren kann man als Immunglobulin Superfamilie betrachten. 
Sie beinhaltet Rezeptoren für alle Interferone (IFN) sowie für IL-10 und M-CSF. 
3. Die Gruppe der Tumor-Nekrose-Faktoren bindet an Rezeptoren der Typ III Superfamilie. 
Diese Rezeptoren zeichnen sich durch multiple Cystein-reiche Wiederholungen von 40 
Aminosäuren Länge in der Extrazellulärregion aus. Zu dieser Familie gehören die 
Rezeptoren CD40, CD27 (Kofaktor für T- und B-Zell Aktivierung), Fas/CD95 und death-
receptor-4 und -5 (Apoptose). 
4. Rezeptoren für IL-1 ? und ? repräsentieren die Typ IV Zytokinrezeptor Superfamilie.  
5. Die Chemokin Rezeptoren gehören zur Sieben-Transmembran-Domänen Rezeptorfamilie. 
Sie werden in Abhängigkeit der bindenden Chemokine in CXC- und CC-Rezeptoren 
unterteilen. Der IL-8R gehört zur Gruppe der CXC-Rezeptoren; wogegen CCR5, ein CD-4 
Korezeptor der HIV-1 Invasion, zur Gruppe der CC-Rezeptoren gehört. 
 
 
1.2.3  Interleukin-6-Typ Zytokine 
Die IL-6 Typ Zytokine gehören zur Gruppe der langkettigen 4-Helix-Bündel-Zytokine und 
umfassen zur Zeit neun Mitglieder: Interleukin-6, -11, -27, LIF (leukemia inhibitory factor), 
OSM (Onkostatin M), CNTF (ciliary neurotrophic factor), CT-1 (cardiotrophin-1), CLC 
(cardiotrophin-like cytokine) und NP (neuropoietin) [7-9]. Innerhalb dieser Gruppe zeichnen 
sich IL-6 und IL-11 durch eine gerade A-?-Helix aus, wogegen LIF, OSM und CNTF eine 
geknickte A-?-Helix enthalten [10, 11]. IL-27 ist ein Heterodimer und besteht aus dem 
langkettigen 4-Helix-Bündel-Zytokin p28 und dem Zytokin Klasse I Rezeptor EBI3 (Epstein-
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Barr virus-induced gene 3) [7]. Murines NP bindet den CNTF-?-Rezeptor und führt zu einer 
Heterodimerisierung von LIF-Rezeptor mit Glykoprotein 130 [9].  
 
 
1.2.3.1  Interleukin-6 
Interleukin-6, welches aus 184 Aminosäuren besteht und ein Molekulargewicht von 26 kDa 
aufweist wird O- und N- glykosyliert, was für seine biologische Aktivität von Bedeutung ist 
[12-14]. Die Synthese von Interleukin-6 wird durch Lipopolysaccharide (LPS), 
proinflammatorische Zytokine (wie z.B. IL-1, TNF?) oder virale Nukleinsäuren stimuliert. 
Durch LPS und andere Bakterienbestandteile aktivierte Makrophagen sezernieren IL-6 und 
IL-1, was wiederum Endothelzellen und Fibroblasten zur IL-6 Produktion anregt. Über das 
Blut erreicht IL-6 die Leber und wirkt so endokrin auf die Leberparenchymzellen, die es 
zusammen mit IL-1 zur Produktion der Akutphase-Proteine (APP) anregt. Zu diesen 
Proteinen gehören unter anderen das C-reaktive Protein (CRP), Fibrinogen, ?2-
Makroglobulin, ?1-Antitrypsin, ?1-Antichymotrypsin, Serum Amyloid-A Protein und 
Haptoglobin [15-18]. Für ihre Sekretion ist in der Regel die gleichzeitige Anwesenheit von 
Glukokortikoiden nötig [3]. Nach einer lokalen Entzündungsreaktion kann die Konzentration 
der APP nach 6 bis 48 Stunden um das 2 – 1000 fache zunehmen. Die Akutphase-Proteine 
gehören zum unspezifischen, angeborenen Immunsystem und erfüllen Funktionen in der 
Erregerabwehr und der Begrenzung des infektiösen Prozesses. Das C-reaktive Protein (CRP) 
wurde nach seiner Fähigkeit benannt, das C-Antigen von Pneumokokken zu binden und 
erleichtert als Opsonin die Aufnahme von Bakterien durch Phagozyten. CRP bindet an 
Phosphorylcholinreste auf Bakterienoberflächen und aktiviert die Komplementkaskade durch 
Bindung von C1q. Durch die ansteigende Fibrinogen- und konsekutive Fibrinkonzentration 
wird die Gerinnung gefördert, um Blutungen zu stoppen und durch die Abdichtung des 
Gewebes zur Abschottung des Prozesses sowie zur Wundheilung beizutragen. Dies erklärt die 
erhöhte Thrombosegefahr bei Infektionen. ?1-Antitrypsin und ?1-Antichymotrypsin 
vermindern die durch freigesetzte Proteasen vermittelte Gewebeschädigung [2, 19, 20]. 
 
IL-6 aktiviert B-Lymphozyten zur erhöhten Antikörperproduktion [4] und hat zum Teil eine 
antagonistische Wirkung auf verschiedene Zellen. Auf B- und T-Zellen wirkt IL-6 
proinflammatorisch wobei es aber auch antiinflammatorisch wirken kann, wie eine 
verminderte IL-1- und TNF-?-Sekretion bezeugt [21]. Einige Zelllinien reagieren auf IL-6 
antiproliferativ [22, 23], andere antiapoptotisch [24-27], wieder andere hingegen 
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wachstumssteigernd [28, 29]. Ein weiteres Beispiel für die endokrine Wirkung von IL-6 ist 
die Induktion von Fieber. Im unterstützenden Synergismus von endogenen Pyrogenen wie IL-
1?, IL-1?, IFN-?, IFN-?, IFN-?, TNF-? sowie exogenen Pyrogenen wie z.B. LPS induziert 
IL-6 im Hypothalamus nach Aktivierung der Cyclooxigenase 2 und konsekutiver 
Prostaglandin-E2 Ausschüttung eine Sollwertverstellung des Thermoregulationszentrums 
nach oben, was einen Anstieg der Körpertemperatur zur Folge hat [30, 31]. 
Bei einer Vielzahl von Krankheiten des menschlichen Organismus spielt IL-6 eine wichtige 
Rolle. Sowohl bei der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden 
Arthritis [32, 33], als auch bei Diabetes Mellitus Typ II [34], Osteoporose [35] und bei durch 
Stress ausgelösten Erkrankungen [36] lässt sich ein Zusammenhang mit dem IL-6-System 
erkennen. Erhöhte IL-6 Serumkonzentrationen stellen einen Risikofaktor für die Entwicklung 
einer Herzinsuffizienz dar [37, 38]. Eine Inhibierung der IL-6 Signaltransduktion durch das 
Hepatitis-C-Virus könnte für die chronische Form der Hepatitis C von Bedeutung sein [39]. 
 
Interleukin 6 wird von folgenden Zellen synthetisiert und sezerniert: [16, 21, 40] 
- Makrophagen/Monozyten 
- Endothelzellen 
- Fibroblasten 
- Granulozyten (Neutrophile) 
- Mastzellen 
- T-Lymphozyten (B-Lymphozyten in weit geringerem Maße)  
- Hepatozyten 
- Kupfferzellen der Leber (geben bei Endotoxinkontakt IL-6 ab, welches in 
Lymphozyten Apoptose induziert und so bei der Beendigung der Immunantwort 
mitwirkt (hepatische Immuntoleranz)) 
- Vaskuläre glatte Muskelzellen 
- Osteoblasten 
- Intestinale Epithelzellen 
 
Die immunvermittelte Entzündungsreaktion wird über IL-6, IL-1 und TNF-? auf das 
hypothalamisch-hypophysäre-Nebennierenrindensystem übertragen und induziert so Stress. 
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Tabelle 1.1: Beispiele pleiotroper biologischer Funktionen von IL-6  [21, 40-43] 
Wirkung von IL-6 auf: -      Effekt: 
B-Zellen - Immunglobulin (IgM, IgG, IgA)-Produktion 
T-Zellen - Proliferation und Differenzierung  
- Induktion der IL-2R?-Expression und IL-2-Produktion 
- Aktivitätssteigerung von natürlichen Killerzellen 
- Differenzierung zu Killerzellen 
Hämatopoetische Stammzellen - Verstärkung der hämatopoetischen Kolonienbildung 
Megakaryozyten - Reifung 
Makrophagen - Reifung zu aktivierten Makrophagen (erhöhte Phagozytose; 
Expression von Fc?-Rezeptoren und Adhäsionsmolekülen) 
- Verminderte Ausschüttung von IL-1 und TNF durch 
Makrophagen 
- führt zusammen mit APP zur Expression von IL-1-Rezeptor-
Antagonisten und löslichem TNFR 
Hepatozyten - Synthese und Sekretion von APP vom Typ 2 und 
Synergismus mit IL-1 bei der Synthese und Sekretion von 
Typ1-APP 
Knochen - Osteoklastenbildung, Induktion der Knochenresorption 
Blutgefäße - Proliferation vaskulärer glatter Muskelzellen durch Induktion 
der PDGF-Produktion 
Herz - negativ inotrope Wirkung 
Zentrales Nervensystem - Auslösen von Fieber durch die Induktion von Prostaglandin 
E2 (PGE2) 
- Neuronale Differenzierung 
- Induktion der adrenocorticotropen Hormonsynthese 
Plazenta - Sekretion von chorionischem Gonadotropin aus 
Trophoblasten 
 
 
1.2.3.2 Rezeptor-Komplexe der Interleukin-6-Typ Zytokine 
Allen IL-6-Typ Zytokinen ist die Nutzung der signaltransduzierenden Rezeptoruntereinheit 
Glykoprotein 130 gemein. Weitere Rezeptoren der IL-6-Typ Zytokine sind LIFR, OSMR und 
WSX-1 [44]. Die Rezeptoren, die in die spezifische Erkennung und Bindung des Liganden 
involviert sind, aber nicht signalisieren, gehören zur Untergruppe der ?-Rezeptoren. Dies sind 
IL-6R?, IL-11R? und CNTFR-? [8]. Bis auf den letztgenannten, der durch einen Lipidanker 
befestigt ist, sind alle Rezeptoren durch eine Transmembrandomäne in der Plasmamembran 
fixiert. IL-6 und IL-11 binden im Komplex mit ihrem jeweiligen ?-Rezeptor an ein gp130 
Homodimer. Alle anderen IL-6-Typ Zytokine führen zur Ausbildung eines Heterodimers. 
OSM zeichnet sich durch die Fähigkeit aus, zwei verschiedene signalisierende Komplexe zu 
bilden. Dies sind entweder gp130 in Einheit mit dem OSM-Rezeptor oder die Verbindung von 
gp130 mit dem LIF-Rezeptor [45]. LIF, CT-1, CNTF, und CLC signalisieren über die 
Rezeptoruntereinheiten gp130 und LIF. CNTFR-? ist befähigt mit CNTF, CLC oder NP 
jeweils einen Komplex zu bilden, der voraussetzend für die konsekutive und effektive 
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Heterodimerisierung mit LIFR und gp130 ist. Für CT-1 wurde eine ?-Untereinheit postuliert 
[4, 46]. Einen Überblick über die verschiedenen Rezeptorkomplexe gibt Abb. 1.1. 
Nur IL-6 und IL-11, deren A-?-Helix nicht geknickt ist, vermögen gp130 zu 
homodimerisieren. Die Kristallstruktur der extrazellulären Region des signalisierenden 
Komplexes von IL-6 ergab ein hexameres Bild mit jeweils zwei Molekülen IL-6, dem 
spezifischem IL-6-Rezeptor-? und gp130 [47]. Nur LIF und OSM rekrutieren keinen 
spezifischen ?-Rezeptor in ihren signalisierenden Komplex. WSX-1 nimmt eine Sonderrolle 
ein, da es bereits aus Zytokin und Rezeptor besteht. 
Abbildung 1.1: Die Familie der IL-6-Typ-Zytokine mit ihren Rezeptorkomplexen 
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Durch alternatives Spleißen und durch limitierte Proteolyse (shedding) von 
membrangebundenen Rezeptoren entstehen lösliche Formen von gp130 und IL-6R-?. Der 
Komplex aus löslichem IL-6 und seinem löslichen Rezeptor kann agonistisch wirken, wenn er 
an membranständiges gp130 bindet. Die lösliche Form von gp130 agiert hingegen 
antagonistisch, wobei diese Wirkung durch die Anwesenheit von löslichem IL-6R-? noch 
potenziert wird [48]. Diese Effekte könnten Ausdruck eines Puffer-Systems sein, welches aus 
im Serum zirkulierenden löslichen Rezeptoren besteht, welche vor einer übermäßigen 
systemischen Wirkung von IL-6 schützen [4]. 
 
1.2.4 Aufbau und Funktion von gp130 
Die Extrazellulärregion des Signaltransduktors gp130 besteht aus insgesamt 6 Domänen 
(Abb. 1.2). Die Liganden-bindenden Domänen sind definiert [49, 50] und die 3D-Strukturen 
gelöst (D1-D3) [47, 51, 52]. N-terminal befindet sich eine Immunglobulin-G ähnliche 
Domäne (D1) und weiter C-terminal folgen 5 Fibronektin Typ III Domänen (D2-D6) [53]. 
Das zytokinbindende Modul beinhaltet als konservierte Motive eine WSDWS Abfolge und 
Cystein-Reste und befindet sich in den beiden N-terminalen Fibronektin Typ III Domänen 
(D2-D3). Von den 3 membranproximalen Fibronektin Typ III Domänen (D4-D6) wird 
angenommen, dass sie für die richtige räumliche Ausbildung des signalisierenden Komplexes 
benötigt werden [54] und die Ligandenbindung an die Rezeptoraktivierung koppeln. Deletion 
einer Domäne in diesem Bereich führt zur Aufhebung der Liganden-induzierten 
Rezeptoraktivierungsfähigkeit [55]. Extrazellulärregion und Intrazellulärregion sind durch 
eine 22 Aminosäuren messende Transmembrandomäne verbunden. Im Gegensatz zu 
Rezeptortyrosinkinasen besitzt gp130 keine eigene Kinase-Domäne [6]. Dafür assoziieren 
Janus-Kinasen (JAK), benannt nach dem römischen Gott mit zwei Gesichtern - Janus - (in 
Homologie zu den zwei Kinase-Domänen der JAKs), an die zytoplasmatische Domäne von 
gp130. Die 61 Membran-proximalen Aminosäuren des zytoplasmatischen Rezeptorteils sind 
essentiell für die JAK-Bindung und beinhalten zwei konservierte Motive. Die so genannten 
BOX1 und BOX2 Regionen. Die prolinreiche BOX1 beinhaltet die Sequenz PXXP (X: jede 
Aminosäure). Deletion der prolinreichen BOX1 oder Mutation der beiden kritischen Prolin-
Reste führt zu einer Aufhebung der Bindung von JAKs an gp130, LIFR und OSMR [45, 56, 
57]. BOX2 besteht aus einer Abfolge von hydrophoben Aminosäuren, gefolgt von geladenen 
Aminosäuren und trägt zur JAK-Bindung bei, vermutlich durch Erhöhung der Affinität; ein 
gp130 Konstrukt ohne BOX2 assoziiert nur mit JAK1 wenn die Kinase überexprimiert wird 
[58]. Die Region zwischen diesen beiden Motiven, von uns INTERBOX1/2-Region genannt, 
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scheint ebenso bedeutend für die JAK-Bindung zu sein. So führt die Mutation W666A zu 
einem Verlust der Bindung von JAK an den Rezeptor und zu einer Inaktivierung des 
Rezeptorkomplexes [59]. Insgesamt sind drei Bereiche des juxtamembranären 
zytoplasmatischen Rezeptors für die JAK-Bindung wichtig, was für die Ausbildung einer 
komplexen Struktur in diesem Bereich sprechen könnte. 
Noch weiter C-Terminal findet man Bindungsstellen für STAT-Faktoren. Dies sind die 
Motive YXXQ und YXPQ an die STAT3 und STAT1 rekrutiert werden können, sobald diese 
Tyrosinreste phosphoryliert sind [60, 61]. Die STAT-Motive können im zytoplasmatischen 
Rezeptoranteil transpositioniert werden ohne ihre Funktion einzubüßen [61]. 
 
 
Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Struktur des Signalübermittlers gp130 
 
1.2.5  Januskinasen 
An die signaltransduzierenden Untereinheiten gp130, LIFR und OSMR binden folgende 
Tyrosin-Kinasen der Janus Familie: JAK1, JAK2 und TYK2 [62, 63].  
JAK1 kommt hierbei eine besondere Rolle zu, da in Zellen, in denen JAK1 fehlt die IL-6 
Signaltransduktion nur drastisch reduziert abläuft [64, 65]. 
Basierend auf Sequenzhomologien werden die JAKs in sieben JAK-Homologie (JH)-
Domänen unterteilt [66] (Siehe Abb. 1.3). C-terminal gelegen befindet sich eine JH1-
Domäne. Dies ist die Kinase-Domäne. Hierzu homolog ist die JH2-Domäne, die wegen 
fehlender enzymatischer Aktivität als Pseudo-Kinase-Domäne bezeichnet wird und 
wahrscheinlich an der Regulation der Kinase-Aktivität beteiligt ist [67, 68]. Die N-terminale 
Hälfte der JAKs weist fünf weitere konservierte Bereiche (JH3-JH7) auf. Diese Bereiche der 
JAKs sind für die Assoziation mit den membranproximalen Regionen von Zytokinrezeptoren 
notwendig [69, 70]. Es konnte gezeigt werden, dass N-terminal eine four-point-one, ezrin, 
radixin, moesin (FERM) – Domäne liegt. Diese Domäne ist etwa 400 Aminosäuren lang und 
beinhaltet 19 hydrophobe Regionen [71, 72]. Sie setzt sich aus drei Subdomänen, die 
gemeinsam eine Kleeblattform ausbilden, zusammen: der Subdomäne F1, wobei die 
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Aminosäuren 36 bis 112 eine so genannte Ubiquitin-like ß-grasp Domäne bilden, welche 
wahrscheinlich mit ihrem vierten loop an der Rezeptorassoziation beteiligt ist [72], der 
Subdomäne F2 mit einer Sekundärstruktur ähnlich dem acyl-coenzyme-A-binding-protein, 
und der Subdomäne F3 mit einer Faltung wie phosphotyrosine-binding (PTB) oder pleckstrin-
homology-Domänen [8]. Nachdem der initiale Schritt der IL-6-Signaltransduktion eine 
Aktivierung der Janus-Kinasen durch gegenseitige Phosphorylierung zur Folge hat, 
phosphorylieren die Janus-Kinasen die fünf intrazellulären Tyrosin-Reste (Y759, Y767, 
Y814, Y905 und Y915) der signaltransduzierenden Rezeptoruntereinheit gp130. Die 
einzelnen Tyrosine scheinen unterschiedliche Signale im Zellinneren zu generieren und für 
verschiedene Aufgaben zuständig zu sein [73].  
 
Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Domänenstruktur der Janus-Kinasen 
 
1.2.6  STAT-Faktoren (signal transducers and activators of transcription) 
Die Familie der STAT Transkriptionsfaktoren beinhaltet sieben verschiedene Typen, die bei 
Säugetieren vorkommen. Dies sind STAT1, -2, -3, -4, -5a, -5b, und -6 [74], wobei nur STAT1 
und STAT3 bei der Interleukin-6 Signaltransduktion eine Rolle spielen [62, 63, 75, 76]. 
STAT-Faktoren besitzen eine src-Homologiedomäne (SH2-Domäne), mit der sie an 
phosphorylierte Tyrosine der aktivierten Rezeptorkette gp130 binden können, um daraufhin 
selbst ein Substrat für die rezeptorassoziierten JAKs zu werden. Während STAT1 an die 
Tyrosin-Motive pY905 und pY915 bindet, interagiert STAT3 mit den vier distalen Motiven 
pY767, pY814, pY905 und pY915 [61]. STAT5 wird hauptsächlich vom OSMR aktiviert, 
wobei hier keine Rezeptorphosphorylierung nötig zu sein scheint, da STAT5 durch eine 
direkte Interaktion mit JAKs aktiviert werden kann [77]. 
Für STAT1 und STAT3 findet sich die Spezifität der Aktivierung auf der Ebene der STAT-
Rezeptor-Interaktion und nicht in der Interaktion der STAT-Faktoren mit den sie 
phosphorylierenden JAKs. So führt eine Überexpression von JAKs zu einer unspezifischen 
Phosphorylierung aller endogenen JAK- und STAT-Proteine [78].  
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 Nach der Phosphorylierung des Tyrosins Y701 in STAT1 bzw. des Tyrosins Y705 in STAT3 
durch die JAK, lösen sich die STAT-Faktoren-nun-aktiviert vom Rezeptor ab, um sich durch 
ihre SH2-Gruppe und das Phosphotyrosin vermittelt, zu STAT3/3 bzw. STAT1/1 Homo- und 
zu STAT1/3 Heterodimeren zusammenzulagern [79]. Nur die SH2-Domäne und der Tyrosin-
phosphorylierte Bereich C-terminal zur SH2-Domäne sind in diese Dimerisierung involviert. 
Die ?-barrel Domäne ist zusammen mit dem N-terminalen Bereich der connector Domäne für 
die DNA-Bindung verantwortlich. N-terminal zur DNA-bindenden Region befindet sich das 
so genannte 4-helix-bundle. Konsekutiv translozieren diese Dimere als second messenger in 
den Zellkern, wo sie an Enhancer-Elemente der IL-6-Zielgene binden (TTN5GAA), um deren 
Transkription zu regulieren [74]. Dies stellt einen der schnellsten Wege von der Zellmembran 
zum Nukleus dar.  
 
 
Abbildung 1.4: Domänenstruktur der STAT-Faktoren nach Becker et al. [80] 
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1.3 MECHANISMEN DER REZEPTORAKTIVIERUNG UND 
SIGNAL-TRANSDUKTION 
Zum Beginn der Signaltransduktion wird IL-6 vom IL-6-Rezeptor-? eingefangen, gebunden 
und daraufhin gp130 schon in der richtigen Geometrie präsentiert. Dies führt zur kooperativen 
Ausbildung des hoch-affinen signalisierungsbefähigten Hexamers, welches aus je 2 
Molekülen IL-6, gp80 und gp130 besteht [47]. Hierdurch werden die konstitutiv an den 
zytoplasmatischen Bereich von gp130 assoziierten Januskinasen in eine solche räumliche 
Anordnung gebracht, dass sie sich gegenseitig aktivieren und konsekutiv den Rezeptor und 
die sich assoziierenden STAT-Faktoren phosphorylieren. Wie wird nun die ligandeninduzierte 
Konformationsänderung von der Hormonbindungsstelle bis an die JAKs weitergeleitet? Nur 
die drei membrandistalen Domänen (D1-D3) des Signalübermittlers gp130 sind direkt in den 
hoch-affinen signalisierenden Komplex eingebettet. Doch was ist die Aufgabe der drei 
membranproximalen Domänen? Es ist gezeigt worden, dass diese Domänen für die 
Koppelung von Liganden-Bindung und Signalweiterleitung verantwortlich sind. So führt die 
Deletion jeder einzelnen dieser Domänen zu einem Verlust der Signalisierungsfähigkeit nach 
Stimulation mit IL-6 und IL-11. Wird die mittlere dieser drei proximalen Fibronektin Typ III 
Domänen deletiert (?5), so entsteht ein Rezeptor, der zwar noch IL-6 und IL-6R? bindet, aber 
nicht mehr befähigt ist zu signalisieren [55]. Die Deletions-Mutanten ?4 und etwas weniger 
?6 können noch durch agonistische monoklonale Antikörper gegen gp130 aktiviert werden, 
wohingegen die Deletions-Mutante ?5 nicht reagiert. Ihr scheint eine besondere Bedeutung in 
der Weiterleitung der Aktivierung zuzukommen. Wird sie durch die homologe Domäne des 
G-CSFR ausgetauscht, resultiert dies in einem konstitutiv aktiven Rezeptor [55]. Pflanz et al. 
zeigten für die rekombinant hergestellte und aufgereinigte Domäne 4 eine Tendenz zur 
niedrig-affinen Oligomerisierung [81]. 
Ein Domänen-Modell des IL-6R Komplexes, wie auch Röntgenstrukturanalysen zeigen, dass 
die C-Termini der beiden CBMs im gp130 Homodimer einen Abstand von ca. 9nm 
zueinander aufweisen [47, 55, 82] (siehe auch Abb. 4.2 A). Die membranproximalen 
Domänen könnten die Aufgabe haben diese Distanz zu überbrücken, um die 
zytoplasmatischen Rezeptorbereiche in ausreichende Nähe und in die zur Aktivierung der 
assoziierten JAKs benötigte Konformation zu bringen. 
Hier stellt sich die Frage, ob eine einfache räumliche Nähe der Rezeptorketten für ihre 
Aktivierung ausreicht, oder ob eine bestimmte Rezeptor-Konformation für die Aktivierung 
notwendig ist [83]. Studien mit monoklonalen AK gegen den Extrazellulärteil von gp130 
ergaben, dass ein einzelner AK nicht zur Rezeptoraktivierung ausreicht, sondern dass 
        Einleitung 17 
mindestens 2 unterschiedliche monoklonale AK nötig sind, um das gp130 Homodimer in den 
aktivierten Zustand zu versetzen [84, 85]. Man geht davon aus, dass der erste AK zur 
Rezeptor- Homodimerisierung führt und der zweite, der auch nur aus einem FAB-Fragment 
bestehen kann, die zur Aktivierung nötige Rezeptorkonformation induziert [85]. Ähnliches 
ergaben auch Studien mit dem EPOR. Kristallstrukturen des EPOR mit verschiedenen 
Liganden machten deutlich, dass die Effizienz der Signalweiterleitung stark von der Rezeptor-
Orientierung im signalisierenden Komplex abhängt [86]. 
Für die Rezeptortyrosinkinase ErbB-2 (=HER-2) ist die Dimerisierung Voraussetzung für eine 
Aktivierung; sie ist aber nicht ausreichend [87]. Eine Signaltransduktion findet erst statt, 
wenn das Dimer eine bestimmte Konformation einnimmt. Über Cystein scanning Mutagenese 
in der Juxtamembrandomäne von ErbB-2 konnten konstitutiv dimerisierende Rezeptoren 
erzeugt werden. Von diesen hatten aber nur diejenigen signalisierende Aktivität, die ihre 
Cysteinsubstitution auf der gleichen Seite einer vorhergesagten ?-Helix hatten. Diese Daten 
sprechen für eine spezifische Dimerkonformation als Voraussetzung der Aktivierung, wobei 
hier dem Membranbereich eine besondere Bedeutung hinsichtlich der Komplexgeometrie und 
der Signalweiterleitung zukommt [88].  
 
Für einige Rezeptoren inklusive Zytokinrezeptoren wie EGFR [89], TNFR[90] und EPOR 
[91, 92] sind präassoziierte Rezeptor-Dimere bzw. Oligomere beschrieben worden. Hierbei ist 
der Ligand nicht aktiv an der Komplexformation beteiligt, sondern stabilisiert den schon 
vorher ausgebildeten Komplex und initiiert die Rezeptoraktivierung durch Induktion einer 
finalen Konformationsänderung.  
 
Wie wird die Information der Ligandenbindung nun über die Zellmembran in das Zytoplasma 
weitergeleitet?  
 
Der juxta- und transmembranäre Rezeptorbereich könnte durch Einnahme einer rigiden 
Struktur zur Übermittlung des Signals von extrazellulär nach intrazellulär beitragen. Hinweise 
auf das Vorhandensein einer ?-Helix in diesem Bereich wurden bei ErbB-2 [88], EGFR [89], 
EPOR [93] und ANPR [94] gefunden. 
Es gibt Hinweise, dass die TMD von Zytokinrezeptoren nicht nur einen passiven Membran-
Anker und rigiden Hebel der Signalweiterleitung darstellt, sondern aktiv an der Ausbildung 
und Aktivierung des Rezeptorkomplexes beteiligt ist. 
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Durch die Mutation Neu (V664E) [95] in der Transmembrandomäne von ErbB-2 kommt es 
über Interaktionen zu einer Dimerisierung und konsekutiven Rezeptoraktivierung. Eine 
Überexpression von Neu kann in 30-40% aller Mamma- und Ovarkarzinome nachgewiesen 
werden und stellt einen prognostisch ungünstigen Faktor dar [96, 97]. Eine französische 
Arbeitsgruppe konnte kürzlich zeigen, dass kurze hydrophobe, der Transmembrandomäne 
von ErbB-2 korrespondierende Peptide, spezifisch die Rezeptorphosphorylierung und die 
Signaltransduktion inhibieren [98]. 
Ist das Signal im zytoplasmatischen Bereich des Rezeptors angekommen, so stößt es auf die 
konservierten Bereiche BOX1 und BOX2, die für die Assoziation mit den JAKs 
verantwortlich sind. Da bis jetzt leider noch keine strukturellen Daten zum zytoplasmatischen 
Bereich der Zytokinrezeptoren vorliegen, sind über die Struktur des JAK-bindenden 
Bereiches nur Spekulationen möglich. Es gibt jedoch Hinweise, dass dieser Bereich beim 
EPOR eine komplexe Struktur annimmt [93]. Dies könnte auch für gp130 der Fall sein, da 
beide Rezeptoren Homologien aufweisen und konservierte Aminosäuren besitzen. Außerdem 
sind verschiedene Bereiche des zytoplasmatisch juxtamembranären Bereiches des gp130 
Moleküls für die JAK-Bindung essentiell [59]. 
 
EPOR:    SHRRALKQKIWPGIPSP 
gp130:   NKRDLIKKHIWPNVPDP 
Abbildung 1.5: Sequenz der Aminosäuren, die den Übergang der TMD zur BOX1 charakterisieren  
Fettgedruckt sind die Aminosäuren, die ein konserviertes hydrophobes Motiv konstituieren, unterstrichen 
diejenigen der konservierten BOX1. 
 
JAKs binden konstitutiv an den Rezeptor und kommen ausschließlich rezeptorgebunden vor. 
Obwohl sie sich in vivo juxtamembranär befinden, scheinen sie keine eigene Affinität zur 
Plasmamembran zu haben [99]. Dies zeigt die Bedeutung und Größenordnung der JAK-
Rezeptor Interaktion. 
Das klassische Bild der JAK-Aktivierung geht davon aus, dass eine reine Annäherung der 
Kinasen zueinander zur Aktivierung ausreicht. Neuere Erkenntnisse zeigen aber, dass gp130 
nicht nur als passiver JAK-Träger fungiert, sondern aktiv an der Signalweiterleitung an die 
JAKs beteiligt zu sein scheint. So hat die Mutation W652A in der BOX1 von gp130 keinen 
Effekt auf die Bindungsfähigkeit von JAK1, führt aber zu einer dominanten Suppression der 
Aktivierbarkeit [58].  
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Mutationen mit ähnlichen Konsequenzen wurden auch für den EPOR beschrieben [100] und 
deuten an, dass es sich hier um einen generellen Mechanismus bei Zytokinrezeptoren handeln 
könnte. 
 
 
1.4 ZIELSETZUNG DER ARBEIT 
Der extrazelluläre Bereich der Zytokinrezeptoren ist bereits relativ gut untersucht. Die 
Domänenstruktur von gp130 ist bekannt, die IL-6 Bindungsregionen sind entschlüsselt und 
auch die Funktion der meisten extrazellulären Domänen ist weitgehend geklärt. Für die 
Transmembrandomäne und den intrazellulären Bereich von gp130 und anderen 
Zytokinrezeptoren sieht es jedoch anders aus. Für diese Abschnitte gibt es keine strukturellen 
Daten und auch eine Einteilung in Domänen liegt nicht vor. An den juxtamembranär 
intrazellulären Bereich des gp130 binden JAKs, deren Aktivierung die entscheidende Rolle 
bei der Signalweiterleitung spielt, da es ohne sie kein Signal gibt. Sie binden an den 
konservierten Bereich der BOX1, welcher sich in den meisten Zytokinrezeptoren wieder 
findet sowie an den weniger gut konservierten Bereich der BOX2.  
In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit dieser Abschnitt einen 
modularen Charakter aufweist. Hierzu wurde dieser Bereich in das C-terminalen Ende des 
Rezeptors eingefügt und auf JAK-Bindungsfähigkeit untersucht. Weiterhin sollte untersucht 
werden, welchen Einfluss eine Rezeptorrotation auf die Konformation des signalisierenden 
Komplexes und die Informationsweiterleitung hat. Hierzu wurden verschiedene Aminosäuren 
in den Bereich zwischen Transmembrandomäne und BOX1 des gp130-Moleküls eingefügt.  
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II  MATERIAL UND METHODEN 
 
2.1  VERWENDETE MATERIALIEN 
2.1.1 Chemikalien 
Alle Chemikalien wurden in p. a.-Qualität eingesetzt und von den Firmen Amersham 
Pharmacia Biotech (Freiburg), AGS (Heidelberg), BioRad (München), Boehringer 
(Mannheim), Fluka (Neu-Ulm), Invitrogen (Groningen, Niederlande), Merck (Darmstadt), 
New England Biolabs (Schwalbach), Pharmacia (Freiburg), Promega (Mannheim), Qiagen 
(Hilden), Roche (Mannheim), Sigma (Deisenhofen) und Whatman (Maidstone, England) 
bezogen. In der Methodenbeschreibung wird näher auf die verwendeten Chemikalien 
eingegangen. 
 
2.1.2 Puffer und Medien 
Alle Puffer und Medien wurden in wässriger Lösung (Qualität: Millipore) angesetzt. Die 
Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Medien wird in der Methodenbeschreibung 
näher erläutert. 
 
2.1.3 Verbrauchsmaterialien 
Die eingesetzten Verbrauchsmaterialien stammten von den Firmen DuPont (Dreireich), 
Eppendorf (Hamburg), Millipore (Eschborn), Sartorius (Göttingen), Serva (Heidelberg), 
Sigma (Deisenhofen) und Whatman (Maidstone, England). 
 
2.1.4 Enzyme 
Folgende Enzyme wurden gemäß Herstellerangaben eingesetzt: 
- T4-DNA-Ligase  (Boehringer) 
- Taq DNA-Polymerase  (Hybaid) 
- Alkalische Phosphatase  (Roche) 
Restriktionsendonukleasen wurden von den Firmen AGS, Roche und New England Biolabs 
bezogen und nach Herstelleranleitung verwendet. 
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2.1.5 Bakterienstamm  
JM83 zur Klonierung verwendeter E. coli-Stamm 
 
 
2.1.6 Eukaryontische Zelllinien 
 
COS-7 adhärent wachsende Nierenzellen der grünen Meerkatze 
 (A.T.C.C., CRL 1651) 
HepG2 adhärent wachsende humane Hepatomzellen (A.T.C.C., HB 8065) 
Ba/F3 nicht adhärent wachsende IL-3-abhängige murine Prä-B-Zellen  (DSMZ; 
Braunschweig) 
 
2.1.7 Medien für die Zellkultur 
- DMEM-Flüssigmedium mit 4,5 g Glukose/l (Gibco) 
- DMEM/NUT-MIX-F12-Flüssigmedium (Gibco) 
- FCS: fetal calf serum (Seromed) 
- Penicillin / Streptomycin (Gibco) 
- Trypsin (0,05%) / EDTA (0,02%) –Lösung (Biochrom)  
 
 
2.1.8 Zytokine 
 
- IL-3  BPV Überstand von IL-3 produzierenden Zellen 
- IL-5 Cell Concepts (Umkirch) 
- IL-6 Rekombinantes IL-6 wurde nach der Methode von Arcone et al. [101] 
 hergestellt und freundlicher Weise von Andrea Küster zur Verfügung  
 gestellt. Die spezifische Aktivität betrug 2x106 BSF2 (B-cell 
  stimulatory factor-2) U/mg Protein. 
- sIL-6R Löslicher humaner IL-6-Rezeptor wurde wie beschrieben präpariert 
  [102] und freundlicher Weise von Andrea Küster zur Verfügung  
 gestellt. 
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2.1.9 Antikörper 
 
Name Eigenschaften Herkunft Ver-
wendung 
HRP-Ziege-anti- 
Maus Ig 
Polyklonales Antiserum der Ziege gegen den 
konstanten Bereich des Maus-Immunglobulins, 
Peroxidase- (HRP)-konjugiert 
Dako 
(Glostrup, 
Dänemark) 
WB 
HRP-Ziege-anti- 
Kaninchen Ig 
Polyklonales Antiserum der Ziege gegen den 
konstanten Bereich des Kaninchen-Immun-
globulins, Peroxidase- (HRP)-konjugiert 
Dako 
(Glostrup, 
Dänemark) 
WB 
PE-Kaninchen-anti-
Maus Ig  
Polyklonales Antiserum des Kaninchens gegen den 
konstanten Bereich der Maus, R-Phycoerythrin-
konjugiert 
Dianova FACS 
B-P4 Monoklonale inhibitorische Antikörper der Maus 
gegen humanes gp130 (binden D4) 
von J.Wijdenes FACS 
S 16 Monoklonale Antikörper gegen die humane 
common ?-chain des IL-5-/IL-3-/GM-CSF-
Rezeptors 
Santa Cruz Biotech. 
Santa Cruz, USA 
IP, FACS 
N 20 Polyklonale Antikörper gegen die humane common 
? -chain des IL-5-/IL-3-/GM-CSF-Rezeptors 
Santa Cruz Biotech. 
Santa Cruz, USA 
WB 
?-IL-5R? Monoklonale Antikörper gegen IL-5R? von J. Tavernier FACS 
Anti-JAK1 Serum Polyklonales Antiserum gegen JAK1 von A. Ziemiecki WB, IP 
PY99 Monoklonale Antikörper gegen Phosphotyrosin Santa Cruz Biotech. 
Santa Cruz, USA 
WB, IP 
 
2.1.10 Plasmide 
pSVL?EcoRI eukaryontischer Expressionsvektor, Penicillin-Resistenz (Pharmacia), 
modifiziert 
pBS II Klonierungsvektor, Penicillin-Resitenz (Stratagene) 
pSVL gp130 pSVL mit der cDNA des humanen gp130, 
zur Verfügung gestellt von Dr. T. Taga und Dr. T. Kishimoto (Osaka, Japan) 
pCAGGS neo Neomycin-Resistenz, 
zur Verfügung gestellt von Dr. Toshio Hirano (Osaka, Japan) 
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2.2  ALLGEMEINE ZELLBIOLOGISCHE METHODEN 
2.2.1 Kultivierung und Aufbewahrung von Bakterien 
Die Vermehrung von Bakterien erfolgte in modifiziertem Luria-Bertani-Medium mit 1 mM 
MgSO4 und 10 mM Tris/HCl (pH 8) in Gegenwart von 100 ?g Ampicillin/ml in einem 
thermostatisierten Schüttelinkubator (250 upm) bzw. auf LB-Agar (1,5%) bei 37°C. Eine 
dauerhafte Aufbewahrung der in LB-Medium suspendierten Bakterien erfolgte bei -80°C in 
15% Glycerin. 
LB-Medium:  10  g/l NaCl 
 10  g/l Bactotrypton (Difco) 
 5  g/l Yeast Extract (Difco) 
 
Platten-Kultur:  15  g/l  Agar (in LB-Medium) 
 
 
 
2.2.2 Kultivierung und Aufbewahrung von eukaryontischen Zellen 
Die Säugerzellen wurden in DMEM (COS-7) bzw. DMEM/F12 (HepG2) kultiviert. Den 
Medien wurden 10% FCS sowie 60 mg Penicillin/l und 100 mg Streptomycin/l zugesetzt. Das 
Medium für Ba/F3-Zellen enthielt außerdem 5% konditionierten, BPV-mIL-3-
Kulturüberstand. Die Zellen wurden bei 37°C in einer wassergesättigten Atmosphäre bei 5% 
CO2 inkubiert. Zur Subkultivierung wurden adhärent wachsende Zellen nach Waschen mit 
PBS (200 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4) mittels 
Trypsin/EDTA-Lösung von den Kulturschalen abgelöst. Für die Langzeitlagerung wurden die 
eukaryontischen Zellen in Kulturmedium nach Zusatz von 10% DMSO bei – 80 °C 
eingefroren und bei -196°C in flüssigem Stickstoff aufbewahrt.  
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2.3  MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN 
 
2.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Maßstab 
Plasmid-DNA zur Analyse transformierter Bakterien und zur Sequenzierung wurde nach 
Herstelleranleitung mit Hilfe eines Plasmidminipräparationskits “Qiaprep” (Qiagen) isoliert. 
 
 
2.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA im großen Maßstab 
Plasmid-DNA in präparativen Mengen (50-500?g) wurde mit Hilfe der Midi- bzw. Maxi-
Plasmidpräparationskits (Qiagen) nach Herstelleranleitung isoliert.  
 
 
2.3.3 Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration 
Die quantitative Bestimmung der DNA erfolgte photometrisch in einem UV-Spektrometer 
(Pharmacia). Hierzu wurden 2?l der gewonnen DNA Lösung in 798?l gereinigtem Wasser 
gelöst und die Extinktion bei 260nm bestimmt (E
260
). E
260
=0,02 entspricht einer DNA-Menge 
von 1 ?g doppelsträngiger DNA pro ?l eingesetzter DNA-Lösung. Die Reinheit der 
Nukleinsäurepräparationen wurde mit Hilfe der Extinktion bei 280nm (E
280
) ermittelt, wobei 
der Quotient E
260 
/ E
280
 bei 1,8 - 2,0 liegen sollte. 
 
 
2.3.4 Restriktion von DNA durch Endonukleasen 
Der enzymatische Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen erfolgte nach den 
Angaben der Enzymhersteller. Die Inkubationszeiten betrugen 1 bis 3 Stunden bei 
quantitativen Ansätzen. Für einen analytischen Verdau wurden 0,5 bis 1?g DNA, für eine 
quantitative Restriktion bis zu 4?g DNA eingesetzt.  
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2.3.5 Dephosphorylierung linearisierter DNA 
Die Abspaltung der 5’-ständigen Phosphatgruppe verhindert die Religation eines 
linearisierten Vektors. Die zur Dephosphorylierung eingesetzte alkalische Phosphatase 
(Orthophosphorsäure Monoester-Phosphohydrolase) spaltet in einem pH-Bereich von 9,5-
10,5 die 5’-Phosphatgruppen von DNA, RNA, Ribo- und Desoxyribonukleosiden ab. 
Phosphodiesterbindungen innerhalb von Nukleinsäuremolekülen werden nicht hydrolysiert. 
100-200ng DNA wurden mit 1U alkalischer Phosphatase (Boehringer Mannheim) 1 Stunde 
bei 37°C nach Herstellerangaben inkubiert. Die Abtrennung des Enzyms erfolgte 
anschließend über Phenolextraktion. 
 
 
2.3.6 DNA-Ligation 
DNA-Fragmente können in Gegenwart von ATP durch die T4-DNA-Ligase (AGS) verknüpft 
werden. Es wurden 10-50ng Vektor und verschiedene molare Verhältnisse des in den Vektor 
zu inserierenden DNA-Fragmentes eingesetzt. Der linearisierte Vektor wurde vor der Ligation 
dephosphoryliert. Die Ligationen wurden für 2 Stunden bei 37°C oder über Nacht bei 
Raumtemperatur inkubiert und nach Herstellerangaben durchgeführt. 
 
 
2.3.7 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose-Gelelektrophorese 
DNA-Fragmente wurden entweder mittels Restriktionsendonukleasen oder durch PCR 
gewonnen und nach Vermischen mit dem 10-fach konzentrierten DNA-Probenpuffer, auf ein 
Agarosegel aufgetragen. Mit Hilfe dieser 1 bis 2 %-igen Gele (SEAKEM LE Agarose, 
Biozym) wurden die Fragmente in TAE-Puffer elektropohoretisch bei 120V der Größe nach 
aufgetrennt. Als Referenz diente die mit EcoRI / HindIII geschnittene DNA des Lambda-
Phagen. Den Agarosegelen wurde Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,1?g/ml 
zugesetzt, um die DNA-Banden auf einem UV-Leuchttisch (?=366nm) sichtbar zu machen 
und so eine Fotodokumentation und grobe Mengenabschätzung zu ermöglichen. Zur 
Fotodokumentation diente ein Gel print 2000i-Gerät (MWG Biotech). 
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2.3.8  Isolierung von DNA aus Agarosegelen 
Die gewünschten DNA-Banden wurden aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in ein 
Eppendorfgefäß überführt. Die Trennung von DNA und Agarosegel erfolgte mit Hilfe des 
Qiaquick-Kits von Qiagen nach den Anleitungen des Herstellers. 
 
 
2.3.9 Radioaktive Markierung doppellsträngiger DNA-Sonden 
Zur Bestimmung der STAT1/3 Aktivierung in Kernextrakten wurde eine radioaktiv markierte 
doppelsträngige m67SIE-DNA-Sonde verwendet. Diese synthetische DNA-Sequenz enthält 
das sis-induzierbare Element (SIE) des humanen c-fos-Promotors. Die Insertion einer 
Mutation (m67) bewirkt, dass STAT1 und STAT3 mit gleich hoher Affinität binden können. 
Die radioaktive Markierung doppelsträngiger DNA erfolgte durch Auffüllen 5'-überhängender 
Enden durch das Klenow-Enzym (Boehringer) unter Verwendung von Adenosin-5´[32P]-
triphosphat (Amersham; Freiburg). Der Reaktionsansatz wurde 30 min bei 37°C inkubiert. 
Die freien Nukleotide wurden mit Hilfe des Qiaquick Nucleotide Removal Kits der Firma 
Qiagen (Hilden) abgetrennt. Die eingebaute Radioaktivität wurde im ?-Counter bestimmt.  
 
 
 
Ansatz: 1 ?l DNA (2,5 pmol/?l) 
 6  ?l 10x Restriktionspuffer M (Boehringer Mannheim) 
 je 1  ?l dCTP (0,5 mM), dGTP (0,5 mM), dTTP (0,5 mM) 
 46,5  ?l Wasser 
 2  ?l ?[32P]dATP (3000 Ci/nmol, 1 mCi/ml) 
 1,5  ?l Klenow-Enzym (3U) 
 
 
 
m67SIE: 5'-GATTGACGGGAACTG-3'     (die STAT-Bindungsregion ist unterstrichen) 
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2.3.10 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
Die +JM-Konstrukte wurden mittels PCR-Technik erzeugt. Synthetische Oligonukleotide, die 
spezifisch an die entsprechende c-DNA binden, dienten als „Primer“ für die Taq-DNA-
Polymerase.  
 
PCR-Ansatz: 1-10 ng DNA-Matrize 
   0,5     nmol Primer (Oligonukleotide) 
 5 ?l dNTPs (je 250 ?M dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 
 0,5 U Taq-DNA-Polymerase 
 ad 50 ?l H2O 
 
Reaktionszyklen: 60 s  96°C  Erste Denaturierung 
 30 s  46°C  Primer-Bindung  
 180 s  72°C  DNA-Extension   25 Zyklen 
 30 s  94°C Denaturierung 
 600 s  72°C  letzte Extension 
 
Oligonukleotide: 
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG (Ebersberg) bezogen. 
 
 
2.3.11 Automatische DNA-Sequenzierung 
Das Prinzip der automatischen Sequenzierung beruht auf dem Einbau Fluoreszenzmarkierter 
Didesoxynukleotide in ein DNA-Molekül durch Polymerasereaktion und der anschließenden 
Anregung und Detektierung der nach ihrer Größe aufgetrennten 3‘-fluoreszensmarkierten 
Produkte. Die Sequenzierung erfolgte mit einem ABIprism Sequenzierer Modell 310 
(Applied Biosystems). Zur Präparation der DNA-Proben wurde das PRISM Ready Reaction 
DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer) nach Herstellerangaben 
verwendet. 
 
 
2.3.12 Herstellung der Rezeptor-Mutanten 
2.3.12.1  BOX-CT-KONSTRUKTE 
Zur Erstellung der pSVL IL-5R/gp130-BOX1,2-CT und pSVL IL-5R/gp130?BOX1-
BOX1,2CT Mutanten wurden folgende Klonierungsschritte durchgeführt: 
 
1. pSVL?EcoRI gp130 (#117) und pBS gp130myc (#466) wurden mit EcoRI und BamHI 
restriktionsverdaut und zu pBS gp130 (#469) legiert. 
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2. pBS gp130 (#469) und pSVL?EcoRI IL-5R?/gp130?BOX1 (#209) (freundlicher Weise 
von Dr. Elke Dittrich zur Verfügung gestellt) wurden mit EcoRI und BamHI 
restriktionsverdaut und zu pBS gp130?BOX1 (#457)legiert. 
3. pBS gp130?BOX1 (#457) und pSVL?EcoRI IL-5R?/gp130MutBOX1-BOX1/2-CT 
(#276) (freundlicher Weise von Dr. Heike M. Hermanns zur Verfügung gestellt) wurden 
mit SphI restriktionsverdaut und zu pBS gp130?BOX1/2-BOX1/2-CT (#465) legiert. 
4. pBS gp130?BOX1/2-BOX1/2-CT (#465), pSVL?EcoRI IL5-R?/gp130 (#119) und pSVL 
IL5-R?/gp130 (#118) wurden mit EcoRI und BamHI restriktionsverdaut und zu 
pSVL?EcoRI IL-5R?/gp130?BOX1-BOX1/2-CT (#480) und pSVL?EcoRI IL-
5R?/gp130?BOX1-BOX1/2-CT (#481) legiert. 
5. pBS gp130 (#469) und pSVL?EcoRI IL-5R?/gp130MutBOX1-BOX1/2-CT (#276) 
wurden mit SphI restriktionsverdaut und zu pBS gp130 BOX1/2-CT legiert. 
6. pSVL?EcoRI IL5-R?/gp130 (#119), pSVL IL5-R?/gp130 (#118) und pBS gp130 
BOX1/2-CT wurden mit EcoRI und BamHI restriktionsverdaut und zu pSVL?EcoRI IL-
5R?/gp130 BOX1/2-CT (#482) und pSVL?EcoRI IL-5R?/gp130 BOX1/2-CT (#483) 
legiert. 
 
 
2.3.12.2  +JM-KONSTRUKTE 
Zur Einführung der Insertionsmutationen in den zytoplasmatischen Bereich von gp130 
wurden Standardklonierungstechniken eingesetzt. Als Matrize wurde pSVL IL5-R?/gp130 
(#118) verwendet. Folgende Oligonukleotide wurden für die Durchführung der PCR 
eingesetzt: 
 
 
5’  GAG CCC AGG GAC CTG CAG  3’  (sense)   (3.4) 
5’  CTG GGC AAA ATA CCA TCA C  3’  (antisense)   (4.17) 
 
Es folgt die Sequenz der Oligonukleotide, die für die Herstellung der Insertionsmutanten 
benutzt wurden (Der Bereich der Insertion ist hervorgehoben): 
 
+1A: 5’  GA GAC CTA GCA ATT AAA AAA CAC ATC TGG CC  3’  (sense) 
 5’  TTT TTT AAT TGC TAG GTC TCG CTT ATT AAA GC  3’  (antisense) 
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+2A: 5’  GA GAC CTA GCA GCA ATT AAA AAA CAC ATC TGG CC  3’  (sense) 
 5’  TTT TTT AAT TGC TGC TAG GTC TCG CTT ATT AAA GC  3’  (antisense) 
 
+3A: 5’  GA GAC CTA GCA GCA GCA ATT AAA AAA CAC ATC TGG CC  3’  (sense) 
 5’  TTT TTT AAT TGC TGC TGC TAG GTC TCG CTT ATT AAA GC  3’  (antisense) 
 
+4A: 5’  GA GAC CTA GCA GCA GCA GCA ATT AAA AAA CAC ATC TGG CC  3’  (sense) 
 5’  TTT TTT AAT TGC TGC TGC TGC TAG GTC TCG CTT ATT AAA GC  3’  (antisense) 
 
+1K: 5’  GA GAC CTA AAG ATT AAA AAA CAC ATC TGG CC  3’  (sense) 
 5’  TTT TTT AAT CTT TAG GTC TCG CTT ATT AAA GC  3’  (antisense) 
 
+2K: 5’  GA GAC CTA AAG AAG ATT AAA AAA CAC ATC TGG CC  3’  (sense) 
 5’  TTT TTT AAT CTT CTT TAG GTC TCG CTT ATT AAA GC  3’  (antisense) 
 
Die Restriktionsendonukleasen EcoRI und BstEII wurden benutzt um die gewonnenen PCR-
Fragmente in den  Vektor pSVL?EcoRI IL5-R/gp130 (#119) zu inserieren. Die 6 erhaltenen 
Vektoren und #118 (s.o.) wurden mit EcoRI und BamHI restriktionsverdaut und zu den 
jeweiligen pSVL IL5-R?/gp130 Vektoren ligiert. 
Alle 12 so hergestellten pSVL-Vektoren wurden mit BamHI und XhoI restriktionsverdaut. 
Der Zielvektor pCAGGS (#84) wurde mit BglII und XhoI geschnitten um alle 12 Konstrukte 
so in den pCAGGS Vektor zu ligieren. 
 
 
2.3.13  Herstellung kompetenter Bakterien 
500ml LB-Medium wurden mit Bakterien aus einer 50 ml Übernachtkultur zu einer OD600 
von 0,02 angeimpft und unter Schütteln bei 37°C inkubiert. Nach Erreichen einer OD600 von 
0,3 wurden die Kulturen in einem Eisbad abgekühlt, die Bakterien bei 4°C abzentrifugiert 
(6000upm, 10min) und das Sediment in 125ml einer auf ca. 4°C vorgekühlten 50mM CaCl2-
Lösung resuspendiert. Nach erneutem Zentrifugieren wurden die Bakterien in einer 10% 
Glycerin-Lösung von 25ml 50mM CaCl2 aufgenommen und zu je 500?l in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zu mehreren Monaten gelagert. 
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2.3.14 Transformation kompetenter Bakterien 
Es wurden 10?l des Ligationsansatzes oder 10ng der Plasmid-DNA und 100?l einer 
Suspension kompetenter Bakterien für 30min zusammen auf Eis inkubiert. Anschließend 
wurde der Ansatz für 1min auf 42°C erwärmt. Nach zweiminütigem Abkühlen auf Eis wurde 
1ml LB-Medium zugesetzt und 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach Zentrifugieren (1min 
bei 10000upm) wurden die sedimentierten Bakterien in 100?l Medium resuspendiert, auf 
einer dem Resistenzgen des Plasmids entsprechenden Antibiotikum-LB-Platte ausplattiert und 
über Nacht bei 37°C kultiviert.  
 
 
2.3.15 Transfektion von eukaryontischen Zellen 
2.3.15.1  Transiente Transfektion von Cos-7 Zellen  
Verwendet wurde eine modifizierte Methode der Transfektion mit DEAE-Dextran. COS-7 
Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80-100% in einer mittleren Zellkulturflasche mit PBS 
gewaschen und dann mit dem Transfektionsgemisch für 90min bei 37°C in luftdicht 
verschlossenen Zellkulturflaschen inkubiert. Im Anschluß wurden die Zellen mit PBS 
gewaschen, 1min mit 10% DMSO in PBS geschockt und wieder mit PBS gewaschen. Die 
Zellen wurden über Nacht mit DMEM + 10% FCS inkubiert um nach 12-24 Stunden 
passagiert zu werden. 
 
Transfektionsgemisch:  
7,5 ml  DMEM ohne FCS 
2-30  ?g  DNA 
6  ?l  Chloroquin (100mM) 
60  ?l  DEAE-Dextran (50mg/ml) 
 
 
2.3.15.2  Transiente Transfektion von HepG2 Zellen 
Für Reportergen-Analysen wurden HepG2 Zellen transient mit der Calcium-Phosphat-
Methode transfiziert. Dazu wurden 24h vor der Transfektion die konfluent bewachsenen 
Schalen 1:8 oder 1:10 gesplittet. Die Kulturflüssigkeit wurde 60min vor der Transfektion von 
DMEM/NUT-MIX-F12 auf DMEM umgestellt. Die zur Transfektion verwendete Calcium-
               Material & Methoden         31   
Phosphat DNA-Lösung setzte sich aus 20?g DNA, 62?l 2M CaCl2 und 500?l 2 x HBS in 
10ml DMEM zusammen. Die Zellen wurden nach einer Inkubationszeit von 18h mit PBS 
gewaschen und in DMEM/NUT-MIX-F12 weiterkultiviert.  
 
 
2 x HBS: 10 g/l HEPES 
 16 g/l NaCl 
 0,74 g/l KCl 
 0,25 g/l NaH2PO4xH2O 
 
 
Der pH-Wert der Lösung wurde mit NaOH auf exakt 7,05 eingestellt. 
 
 
 
2.3.16  Herstellung von Kernextrakten  
Transient transfizierte COS-7 Zellen, die chimäre IL-5R?/gp130 bzw. IL-5R?/gp130 
Rezeptoren exprimierten, wurden mit 10 ng/ml IL-5 bei 37°C für 30min stimuliert. Danach 
wurden die Zellen mit kaltem PBS/Vanadat (1 mM) gewaschen von der Platte abgenommen 
und in ein Eppendorfgefäß überführt, durch Zentrifugation sedimentiert und in 400?l des 
hypotonen Puffers A resuspendiert. 
Nach 10 minütiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen nach kurzem mechanischem Stress 
erneut sedimentiert und der Überstand (die zytosolischen Extrakte) wurde in ein neues Gefäß 
überführt. Die sedimentierten Zellfragmente und Zellkerne wurden zweimal mit 400?l Puffer 
A gewaschen und anschließend wurden die Zellkerne durch Zugabe von 50?l des hypertonen 
Puffers C für 20min auf Eis geleert, um die Kernproteine durch Abzentrifugieren der 
unlöslichen Zellbestandteile zu gewinnen. Der Proteingehalt der Extrakte wurde mit der 
Methode nach Bradford bestimmt (siehe 2.4.3).  
 
           Puffer A:     Puffer C: 
 10  mM HEPES/KOH (pH7,9)    20 mM HEPES/KOH (pH7,9) 
 10 mM KCl           420 mM NaCl 
 1,5  mM MgCl2    1,5 mM MgCl2 
 0,5 mM DTT                                    0,2 mM EDTA 
 0,2 mM PMSF    0,5 mM DTT 
 1 mM Na3VO4    0,2 mM PMSF 
     1 mM Na3VO4 
     25 %  Glycerin 
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2.3.17 Herstellung von Zelllysaten 
Die Zellen einer 10cm-Zellkulturschale wurden zweimal mit PBS/Vanadat (100?M) 
gewaschen, in 500?l PBS/Vanadat mit einem Gummischaber von der Platte gelöst und in 
einer Tischzentrifuge sedimentiert (1min, 1200upm). Nun wurden die Zellen in 500?l des 
entsprechenden Lysis-Puffers resuspendiert und für 30min bei 0°C inkubiert. Nach einer 
Inkubation von 30min auf Eis wurde 1min geschüttelt und anschließend zentrifugiert 
(14.000?g; 10min). Die Überstände wurden in neue Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt. 
 
Hypotonischer Lysis-Puffer:  10 mM HEPES/KOH, pH7,5 
 2 mM EDTA 
 1 mM Na3VO4  
 
Brij Lysis-Puffer: 10 mM HEPES/KOH, pH7,5 
 150 mM NaCl 
 1  % Brij 96 
 2 mM EDTA 
 1 mM Na3VO4  
 50 mM NaF 
 
Triton Lysis-Puffer: 10 mM HEPES/KOH, pH7,5 
 150 mM NaCl 
 1  % Triton X-100 
 2 mM EDTA 
 1 mM Na3VO4  
 50 mM NaF 
 
Allen Lösungen wurden vor Verwendung folgende Protease-Inhibitoren zugegeben: PMSF (1mM), Pepstatin 
(2?g/ml), Leupeptin (5?g/ml), Aprotinin (5?g/ml) 
 
 
2.3.18  Reportergen-Analysen  
Zur quantitativen Analyse der Funktionalität von Rezeptorsystemen, wurde deren Fähigkeit 
gemessen die Expression eines bestimmten Proteins zu induzieren. Hierzu diente ein 
Reportergen-Konstrukt, welches neben einer Promotorsequenz das kodierende Gen für das 
Reporterprotein enthält. Das Reportergen-Konstrukt wurde transient in humane 
Hepatomazellen (HepG2) transfiziert. Indirekt konnte dann über die Messung der 
Reporterenzym-Aktivität die Expressionsstärke des Reportergens bestimmt werden. Die 
Genauigkeit der in Reportergensystemen gemessenen Aktivitäten wird durch verschiedene 
Faktoren, wie z.B. Anzahl und Zustand der kultivierten Zellen, Transfektionseffizienz, Zell-
lyse und Pipettierungenauigkeiten etc. bestimmt. Deshalb wurde neben dem experimentellen 
               Material & Methoden         33   
Reportergenplasmid noch ein Kontrollreportergenplasmid, das eine konstitutive Expression 
der ?-Galaktosidase (pCH110, Pharmacia) bewirkt, kotransfiziert. 
 
 
2.3.18.1   Ernte transfizierter Zellen für Reportergen-Analysen  
Mit der Calcium-Phosphat-Methode transifizierte HepG2 Zellen wurden einen Tag nach der 
Transfektion für weitere 16h mit (Stimulation) oder ohne Zytokin (Kontrolle) weiterkultiviert. 
Anschließend wurde das Kulturmedium entfernt, die Zellen wurden mit PBS gewaschen und 
lysiert. Zur Zelllyse wurde der Reporter Lysis Puffer der Firma Promega (Madison, 
Wisconsin, USA), der für Luciferase- und ?-Galaktosidase-Reporterenzym-Analysen geeignet 
ist, nach Herstellervorschriften verwendet. 
 
 
2.3.18.2 Luciferase-Assay 
Sowohl die Zell-Lyse der HepG2 Zellen als auch der Luciferase-Assay wurden mit dem 
Luciferase Assay System with Reporter Lysis Buffer der Firma Promega nach 
Herstellervorschriften durchgeführt. 20 ?l der aus der Zell-Lyse erhaltenen Zellextrakte 
wurden in einer lichtundurchlässigen 96ig-Lochplatte mit 100 ?l Assay Reagent versetzt, 
woduch die von der Luciferase katalysierte Reaktion gestartet wurde. Die Luciferase des 
Leuchtkäfers, Photinus pyralis (Firefly Luciferase) oxidiert ihr Substrat Luciferin zu 
Oxyluciferin und bei dieser Reaktion wird Licht emittiert. Normalerweise verläuft die 
Reaktion über das Enzymintermediat Luciferyl-AMP und klingt recht schnell ab. Wird jedoch 
Coenzym A (CoA) zugegeben, so entsteht anstatt Luciferyl-AMP Luciferyl-CoA, die 
Reaktion erreicht nach wenigen Sekunden ihr Maximum und bleibt über einen Zeitraum von 
60 Sekunden stabil. Mit dem Gerät Microlumat 96 P der Firma EG&G Berthold (Bad 
Wildbad) wurde die Lumineszenz gemessen. Die erhaltenen Werte wurden mit den Werten 
für die Transfektionseffizienz (?-Galaktosidase-Aktivität) korrigiert. 
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2.3.18.3 ?-Galaktosidase-Assay 
Um die Transfektionseffizienz zu überprüfen wurde das Kontrollreporterplasmid pCH 110 
(Pharmacia) stets kotransfiziert. 
Zur Bestimmung der ?-Galaktosidase-Aktivität wurden 100?l der Zelllysate mit 500?l ?-
Galaktosidase-Puffer und 100?l ONPG (1mg/ml o-Nitorphenylgalactosid), chromogenes 
Substrat der ?-Galaktosidase, bei 37°C inkubiert. Sobald die Reaktionsansätze eine leichte 
Gelbfärbung aufwiesen, wurde die Reaktion mit 250?l 1M Na2CO3 gestoppt um die OD der 
Proben zu bestimmen. Die ?-Galaktosidase-Aktivität errechnete sich dann wie folgt:  
 
Aktivität=(OD420 x 6000) / (Inkubationszeit in min) 
 
 
 
?-Galaktosidase-Puffer: 60  mM  Na2HPO4 
    40  mM  NaH2PO4 
    1  mM  KCl 
    1  mM  MgCl2 
    + 386 ?l ?-Mercaptoethanol pro 100ml Lösung 
 
 
 
 
2.4  PROTEINCHEMISCHE METHODEN 
2.4.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden und reduzierenden 
Bedingungen erfolgt proportional zur Masse, da sich SDS in einem konstanten Verhältnis an 
Proteine anlagert. Zusätzlich führt Mercaptoethanol zur Reduktion von Disulfidbrücken und 
verhindert so die Ausbildung von Tertiär- und Quartärstrukturen der Proteine. Die hier 
angewendete Methode der diskontinuierlichen Elektrophorese nach Laemmli erfolgte in einer 
vertikalen Flachgelkammer von Biometra bei 10-30 mA (RT).  
Die Proben wurden in reduzierendem oder nichtreduzierendem 2? oder 4? Laemmli-Puffer 
aufgenommen und zur Denaturierung der Proteine 10min bei 95°C inkubiert. Vor dem 
Auftragen wurden die unlöslichen Bestandteile durch Zentrifugation bei 14000?g (1 min) 
abgetrennt. Als Standard wurde der Rainbow-MarkerTM der Firma Amersham eingesetzt. 
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Acrylamidlösung:  30 %  Acrylamid 
  0,8  %  Bisacrylamid 
 
Trenngel:                Sammelgel:          
 6-15 %               5 % Acrylamid   
  375  mM 125 mM Tris/HCl, pH8.8 
  0,1 % 0,1 % SDS 
  0,02 % 0,02 % TEMED 
  0,1 % 0,1 % APS  
 
 
SDS-Laufpuffer: 1,5 %  Tris-Base, pH8,3 
  7,2  %  Glycin 
  0,5  %  SDS 
 
4?Lämmli-Probenpuffer:  40  %  Glycerin   
    8  %  SDS   
 250  mM  Tris/HCl, pH 6,8   
 0,4  %  Bromphenolblau  
 120 % 2-Mercaptoethanol (bei reduzierendem Puffer) 
 
 
 
2.4.2 Gel-Retentionsanalyse (electrophoretic mobility shift assay, EMSA) 
Das Prinzip der Gel-Retentionsanalyse beruht auf der Interaktion von DNA-bindenden 
Proteinen mit den entsprechenden spezifisch radioaktiv markierten DNA-Sequenzen. Diese 
Komplexe können auf einem Gel nach ihrer Größe aufgetrennt und mit Hilfe der 
Autoradiographie sichtbar gemacht werden. 
10 ?g der Kernextrakte wurden mit 9,5 ?l Reaktionsgemisch und 5000 cpm der radioaktiven 
m67SIE-Sonde für 10 min bei RT inkubiert. Dies ermöglicht eine Bindung aktivierter STAT-
Faktoren an die DNA-Sonde.  
Die entstandenen Protein-DNA-Komplexe wurden dann in einem 4,5%igen nativen 
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Elektrophorese wurde mit 200V über eine Laufstrecke von 
insgesamt 20 cm durchgeführt. Der verwendete Laufpuffer (0,25?TBE) wurde mit Hilfe einer 
Pumpe kontinuierlich bis zum Erreichen einer Lauffront von 12 cm umgewälzt. Nach der 
Elektrophorese wurde das Gel 30min in einer Lösung von 10% Methanol und 10% Eisessig 
fixiert und unter Vakuum bei 80°C getrocknet.  
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Reaktionsgemisch: 4 ?l 5x Gelshiftpuffer 
 0,1 ?l 1 M DTT 
 0,2 ?l PMSF (200 mM) 
 1 ?l Poly(dI-dC) (1 mg/ml) 
 2 ?l BSA (10 mg/ml) 
 9,5 ?l Wasser 
 
5x Gelshiftpuffer: 50  mM HEPES/0KOH (pH7,8) 
 5  mM EDTA 
 25  mM MgCl2 
 50 % Glycerin 
 
Gellösung: 6,75  ml Acrylamidlösung (40 / 2%) 
 4,5 ml Glycerin (99%) 
 3 ml 5x TBE 
 45 ml Wasser 
 400 ?l APS (10%) 
 40 ?l TEMED 
 
TBE: 54 g/l Tris/HCl; pH8,3 
 27,5 g/l Borsäure 
 20 ml/l 0,5 M EDTA  
 
2.4.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 
Diese Analyse wurde mit Hilfe des BioRad-Protein-Assay durchgeführt. 200 ?l BioRad-
Reagenz wurden mit 800?l Wasser und 3-5 ?l der Kernextraktprobe gemischt. In Plastik-
Mikroküvetten wurde die optische Dichte bei 595 nm im Photometer Ultraspec Plus 
(Pharmacia Biotechnology) bestimmt. Mit Hilfe einer Eichkurve, die für BSA aufgestellt 
wurde, konnte der Faktor zur genauen Berechnung der Proteinkonzentration ermittelt werden: 
(0,063). 
 
2.4.4 Western blot 
Die elektrophoretisch getrennten Proteine wurden aus einem SDS-Polyacrylamidgel mit Hilfe 
einer semi-trockenen Elektroblotkammer (Biorad) nach Herstellerangaben für eine Stunde bei 
0,8 mA/cm2 Blotfläche auf eine Immobilon-(PVDF)-Membran (Millipore, Eschborn) 
transferiert um sie für immunologische Nachweismethoden zugänglich zu machen. 
 
Anodenpuffer II:              Anodenpuffer I: 
 0,025 M 0,3 M  Tris-Base  
  20 % 20 % Methanol 
 
Kathodenpuffer:       0,04 M ?-Aminocapronsäure 
  20 %  Methanol 
 0,01 % SDS 
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2.5  IMMUNOLOGISCHE & IMMUNHISTOCHEMISCHE METHODEN 
2.5.1 Identifizierung transfizierter Zellen durch Fluoreszenz-aktivierte Durch-
flusszytometrie 
Das Prinzip beruht auf der Detektion emitierten Lichtes von fluoreszenzmarkierten 
Antikörpern auf der Oberfläche vereinzelter Zellen durch Anregung mit Laserlicht. Die 
Antikörper sind gegen durch Transfektion exprimierte Transmembranproteine gerichtet und 
ermöglichen so ein spezifisches Erkennen und Quantifizieren der Expression. 
Transient transfizierte Cos-7 Zellen wurden geerntet, gewaschen, in kaltem PBS/Azid (5% 
FCS, 0,1% NaN3 in PBS) resuspendiert und 20min in 2% Paraformaldehyd fixiert. 1 x 10
6 
Zellen wurden 30min mit 1?g eines monoklonalen Antikörpers inkubiert, gewaschen und die 
Erst-Antikörper mit einem PE-konjugierten anti-Maus-Serum gebunden. Nach erneutem 
Waschen in PBS/Azid wurden die Zellen im FACScalibur Durchflusszytometer mit einem 
488nm Argon Laser, (Beckton Dickinson) analysiert. So konnte die Transfektionseffizienz 
von Cos-7 Zellen überprüft werden. 
 
2.5.2 Koimmunopräzipitation von Proteinen 
Zelllysate (Brij-Lysispuffer: 20mM Tris/HCl pH 7,4; 150mM NaCl; 10mM NaF; 1% Brij; 
1mM Na-Orthovanadat; 0,5mM EDTA; 5mg/ml Pepstatin; 5mg/ml Aprotinin; 1mg/ml 
Leupeptin) wurden mit 1?g Antikörper über Nacht inkubiert. Zur Immunpräzipitation der IL-
5R?/gp130-Konstrukte wurde der monoklonale Antikörper S-16 (Santa Cruz Biotech.) 
verwendet. Zur Immunpräzipitation von JAK1 fand das entsprechende Antiserum von A. 
Ziemiecki Anwendung. Als nächster Schritt wurden die Immunkomplexe mit Hilfe von 
Protein-A-Sepharose (Pharmacia) präzipitiert. Nach dreimaligem Waschen wurden die 
Immunkomplexe mit Lämmli Puffer von der Sepharose gelöst und mit Hilfe einer SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese der Masse nach aufgetrennt und anschließend durch 
Western blotting auf eine PVDF-Membran übertragen. Kopräzipitierte Proteine konnten durch 
Immundetektion nachgewiesen werden.  
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2.5.3 Immunodetektion von Proteinen mit Hilfe des ECL-Systems 
Nach dem Transfer der Proteine aus dem SDS-Gel mittels Western blotting, wurde die PVDF-
Membran mit einer Rinderserum-Albumin Lösung (10%) abgesättigt (1h bei RT) um eine 
unspezifische Bindung zu blockieren. Darauf wurde dreimal 10min mit TBS-N gewaschen. 
Anschließend wurde die Membran mit dem Protein-spezifischen Antikörper, unter 
gleichmäßigem Schwenken, inkubiert (1?g/ml in TBS-N für 1h bei RT). Nach wiederholtem 
Waschen (s.o.) wurde der Antigen-Antikörper-Komplex durch Inkubation mit einem 
Peroxidase-konjugierten Sekundär-Antikörper (DAKO, Hamburg, 1:2000) markiert und 
durch das ECL-Detektionssystems (enhanced chemiluminescence, Amersham Pharmacia 
Biotech, Freiburg) die Position des Sekundär-Antikörpers auf Röntgenfilmen sichtbar 
gemacht. 
 
TBS-N: 10 mM  Tris/HCl, pH7,4 
 137 mM  NaCl 
 0,1 %  Nonidet P-40 
 
 
Das Prinzip beruht auf der Oxidation von cyclischen Diacylhydraziden wie Luminol in 
Gegenwart von Wasserstoffperoxid und der Meerrettichperoxidase (HRP = Horseradish 
peroxidase) unter alkalischen Bedingungen. Das nach der Oxidation entstandene Radikal (3-
Aminophthalat) kehrt unter Lichtemission (425nm) in den energetischen Grundzustand 
zurück. Durch die Anwesenheit von chemischen Aktivatoren wie Phenolen kann die 
Lichtemission verstärkt und die Chemilumineszensphase verlängert werden. 
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III  ERGEBNISSE 
 
3.1 AUSTAUSCH DER TRANSMEMBRANDOMÄNEN VON GP130 UND 
IL-5 REZEPTOR-?  UND -?   
3.1.1  Bedeutung der Transmembrandomäne (TMD) 
Die TMD von integralen Membranproteinen zeichnet sich durch einen Bereich von ca. 18-22 
meist hydrophoben Aminosäuren aus, der primär die Aufgabe erfüllt, das Protein in der 
Plasmamembran der Zelle zu verankern. Für die als Rezeptoren fungierenden Proteine 
innerhalb dieser Gruppe kommt für die TMD aber noch eine weitere, entscheidende Aufgabe 
hinzu: Sie muss ein Signal in Form einer Konformationsänderung vom Extrazellulärraum in 
das Zytoplasma übermitteln, da sie den einzigen verbindenden Teil zwischen Extra- und 
Intrazellulärbereich darstellt. Wenn man davon ausgeht, dass eine Rezeptoraktivierung einer 
Konformationsänderung entspricht, impliziert dies, dass die TMD entweder eine rigide 
Struktur einnimmt, die als Hebelarm das Signal in die Zelle übermittelt, und / oder durch 
Interaktionen zwischen den einzelnen Transmembrandomänen des signalisierenden 
Komplexes die Aktivierung ermöglicht. Es ist nicht bekannt, inwieweit die TMD des gp130 
Signalübermittlers in den Aktivierungsmechanismus involviert ist. Stellt sie nur einen 
passiven Anker dar, der den Rezeptor in der Membran fixiert, oder trägt sie durch spezifische 
Interaktionen aktiv zum Signalisierungsmechanismus bei? Dieser Fragestellung wurde mit 
Hilfe zweier Rezeptorsysteme nachgegangen, die es ermöglichen, verschiedene TMD zu 
kombinieren und ihre Funktionalität zu untersuchen. 
 
3.1.2  Die chimären IL-5 Rezeptor ? und ? / gp130 Systeme 
Hierbei handelt es sich um Rezeptorsysteme, deren Aktivierung obligat zu einer IL-5 
induzierten Heterodimerisierung führt. Extrazellulär sind die Chimären aus den Regionen des 
IL-5 ?- bzw. ?- Rezeptors aufgebaut, an die sich intrazellulär ausschließlich der 
zytoplasmatische Bereich des gp130 Signalvermittlers anschließt. Im einen System werden 
beide TMD vom IL-5 Rezeptor ? bzw. ? zur Verfügung gestellt; im anderen System werden 
die TMD aus dem gp130 Homodimer rekrutiert. Beide Rezeptorsysteme werden durch 
extrazelluläres Binden des IL-5 Homodimers aktiviert, was zu zytoplasmatischen 
Veränderungen führt, die für die Aktivierung von gp130 typisch sind. 
 
40                                                Ergebnisse 
 
Abbildung 3.1 zeigt ein Schema der chimären Rezeptorkomplexe, während Abbildung 3.2 die 
genaue Aminosäurenabfolge im Bereich der Chimären-Schnittstellen darstellt. Die TMD des 
gp130 besteht aus 22 Aminosäuren, wogegen die TMD des IL-5R-? aus 21 und die der IL-
5R-? Kette aus 27 Aminosäuren besteht. 
 
Abbildung 3.1:  
Schematische Darstellung der in dieser Arbeit verwendeten chimären Rezeptorsysteme  
In der Abbildung oben befinden sich die Extrazellulärbereiche, die vom IL-5 Rezeptor-? (weiß) bzw. -? (grau) 
stammen. Im unteren Abbildungsbereich wurden die zytoplasmatischen Regionen der Chimären dargestellt, die 
allesamt vom Signalübermittler gp130 rekrutiert wurden (schwarz). Mittig, innerhalb der Zellmembran, 
imponiert die Transmembrandomäne, die links vom IL-5R-? bzw. -? gestellt wurde, rechts hingegen von gp130. 
 
Kürzlich konnte die dreidimensionale Struktur des extrazellulären Teiles des signalisierenden 
IL-6 Komplexes aufgeklärt werden. Dieser nimmt eine hexamere Anordnung mit jeweils zwei 
Molekülen IL-6, gp80 und gp130 ein. Für die Komponenten, durch die IL-5 signalisiert, 
existiert die dreidimensionale Struktur nur von der common ? chain, die ein interkalierendes 
Dimer ausbildet. Leider existieren bis jetzt keine dreidimensionalen Strukturen der IL-5R-?-
Kette oder Informationen zur Anordnung des signalisierenden Komplexes mit den 
Interaktionen der einzelnen Moleküle. Beide Komplexe beinhalten je zwei Moleküle der 
common ? chain bzw. gp130. Zwischen gp130 und der IL-5R-?-Kette besteht also eine 
gewisse Homologie, die die Funktionalität der erstellten chimären-Rezeptoren erklären 
könnte. 
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Abbildung 3.2: Sequenz der Fusionierungsregionen der chimären IL-5R/gp130-Systeme 
Links befindet sich der Extrazellulärbereich mit dem konservierten WSXWS Motiv (X = jegliche Aminosäure) 
des Zytokin-Bindungs-Moduls. Mittig sieht man die TMD (unterstrichen und kursiv) und rechts den 
zytoplasmatischen Bereich der Rezeptoren bis einschließlich der BOX1 (PXXPXP bzw. PXP). (A) 
Chimärensystem mit der TMD des Signaltransduktors gp130. Die Schnittstellen liegen im extrazellulären 
Bereich, 15 Aminosäuren von der TMD entfernt. (B) Juxtamembranäre Bereiche der IL-5 Rezeptoren ? und ? im 
nativen Zustand. (C) Hier ist der gleiche Bereich wie in Abb. A und B gezeigt, nur werden die TMD des 
Chimären-Systems vom IL-5 Rezeptor ? bzw. ? rekrutiert. Die Schnittstellen liegen im zytoplasmatischen 
Bereich, 5 Aminosäuren von der TMD entfernt. (D) Dies ist das Chimären-System aus Abb. C, nur befindet sich 
die Schnittstelle der ?-TM-Chimäre 3 Aminosäuren weiter C-terminal, so dass sich zwischen BOX1 und der 
Plasmamembran hier drei zusätzliche Aminosäuren der IL-5R-?-Kette befinden. Vergleicht man A mit B so 
kann man auf den ersten Blick erkennen, dass durch die Schnittstellen in A zusätzliche Aminosäuren eingefügt 
worden sind. Dies resultiert in einem zusätzlichen extrazellulären linker von ca. 9 Aminosäuren. Man beachte, 
dass der Abstand von der TMD zur BOX1 im Signaltransduktor gp130 (siehe unter A) sowie in den Chimären 
unter C genau 14 Aminosäuren beträgt. 
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3.1.3  Expression der chimären Rezeptorketten in Cos-7 Zellen 
Äquivalente Mengen von cDNA der Expressionsplasmide für die angegebenen 
Rezeptorchimären wurden verwendet um Cos-7 Zellen transient zu transfizieren. 24 Stunden 
nach Transfektion wurden die Zellen quantitativ auf Expression der Rezeptoren untersucht. 
Dies geschah mittels FACS.  
 
Abbildung 3.3: FACS-Analysen zeigen gleiche Expressionsraten der verschiedenen TMD-Konstrukte 
Äquivalente Mengen Cos-7 Zellen wurden pro Ansatz mit gleichen Mengen der für das Konstrukt kodierenden 
cDNA mittels DEAE-Methode transfiziert, 24 Stunden danach 1:2,5 gesplittet und 48 Stunden nach Transfektion 
geerntet. Anschließend wurden die Zellen mit monoklonalen, für die jeweilige IL-5R-? oder -? 
Extrazellulärdomänen spezifischen monoklonalen von der Maus stammenden AK inkubiert. An diese AK bindet 
der mit R-Phycoerythrin-konjugierte Ziege-anti-Maus-IgG AK, dessen Fluoreszenz mit dem FACS-Gerät 
gemessen wurde. Die Transfektionseffizienz ist jeweils angegeben (Ecke rechts oben). Die Ergebnisse sind 
repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente. 
 
Nach „Färbung“ der zu untersuchenden Cos-7 Zellen mit entsprechenden Erst- und 
Zweitantikörpern zeigte sich in der FACS-Analyse, dass alle vier chimären Rezeptoren in 
gleicher Quantität auf der Zelloberfläche vorhanden waren (Abb. 3.3, die 
Transfektionseffizienz ist in den Kästchen rechts oben eingetragen). Die ausgetauschte TMD 
beeinflusste somit die Expressionsrate der in Cos-7 Zellen transient transfizierten 
Rezeptorchimären nicht. 
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3.1.4 Kopräzipitation von JAK1 mit beiden chimären IL-5?-Rezeptoren 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die erstellten Rezeptor-Konstrukte gleichmäßig 
transient in Zelllinien exprimiert werden können, wurden die funktionellen Aspekte der 
beiden Systeme untersucht. Die Grundvoraussetzung der Aktivierungsfähigkeit des gp130 ist 
seine Assoziation mit den Januskinasen. Um auszuschließen, dass der Austausch der TMD 
das Bindungsverhalten der Januskinasen beeinflusst, war der erste Punkt der untersucht 
werden sollte die JAK-Rezeptor-Interaktion. Hierzu wurden die ?-Ketten der IL-5R-TMD 
und gp130-TMD Konstrukte zusammen mit JAK1 in Cos-7 Zellen transient koexprimiert und 
die Rezeptoren anschließend mittels Antikörper und Sepharose aus den Zelllysaten 
immunpräzipitiert. Via SDS-PAGE und Immunblot erfolgte der Nachweis kopräzipitierter 
JAK1. Beide Systeme zeigten ein äquivalentes Bindungsverhalten wie man es in Abbildung 
3.4 sehen kann (Spuren 2 und 3). 
Abbildung 3.4:  
Kopräzipitation von kotransfizierter JAK1 mit den ?-IL-5R-TM und ?-gp130-TM Konstrukten 
Transient transfizierte Cos-7-Zellen, welche die gezeigten Konstrukte exprimierten, wurden lysiert und einer 
Immunpräzipitation mit dem IL-5R-?-spezifischen Antikörper S16 unterzogen. Die Immunpräzipitate wurden 
gelelektrophoretisch mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt und durch Western blotting auf eine PVDF-Membran 
transferiert. Die kopräzipitierte und überexprimierte JAK1 wurde durch Inkubation der Membran mit anti-JAK1-
Serum und nachfolgender Detektion mit Hilfe des ECL-Systems nachgewiesen. Die Beladungskontrolle erfolgte 
durch Neuanfärben des Blots mit dem polyklonalen anti-IL-5R-? Antikörper N-20 (unten). 
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Es konnte gezeigt werden, dass der Austausch der TMD das Bindungsverhalten von 
kotransfizierter JAK1 nicht beeinflusst. Die sich in unmittelbarer Nähe der Bindungsstelle 
befindende TMD zeigte für die Interaktion der Januskinasen mit den Rezeptorchimären in 
diesem Versuchsansatz keine spezifische Bedeutung. Falls die TMD des gp130 Rezeptors in 
das Bindungsverhalten der JAKs involviert sein sollte, so wird dieser Einfluss durch die TMD 
des IL-5 Rezeptors voll kompensiert.  
 
 
3.1.5 Beide chimären Systeme aktivieren im gleichen Umfang STAT1 
Da durch die bestätigte JAK-Rezeptor-Interaktion nun eine Hauptvoraussetzung der 
Aktivierungsfähigkeit gegeben war, wurde im nächsten Schritt die Fähigkeit beider Systeme 
getestet, STAT-Faktoren zu aktivieren und eine Transkription von Effektorgenen zu 
induzieren um ihre allgemeine Funktionalität zu vergleichen. In Cos-7 Zellen zeigte sich, dass 
die IL-5R-TMD und gp130-TMD Konstrukte in gleichem Umfang in der Lage sind, nach 
Stimulation mit IL-5, STAT1 zu aktivieren (Abb. 3.5, Spuren 2 und 4). Hierbei fiel das IL-
5R-TM System geringfügig schwächer aus. Die getestete Funktionalität bleibt also auch bei 
einem Austausch der gp130-TMD durch die IL-5R-TMD erhalten.  
Eine um drei Aminosäuren verlängerte Schnittstelle in der ?-TM-Chimäre (Abb.3.2 D, man 
beachte die drei zusätzlichen AS) führte hingegen, in einem dimerisierenden Versuchsansatz 
mit einer regulären ?-TM-Chimäre ohne Verlängerung, zu einer deutlich verringerten 
Aktivierbarkeit gegenüber den adäquat fusionierten Chimären (Abb. 3.5 A vergleiche Spur 2 
mit Spur 3). Dieser Bereich der IL-5R-TMD Chimären reagiert sensibel auf eine 
Verlängerung. Dies könnte Ausdruck einer funktionellen Bedeutung dieses Abschnittes für 
die Signalweiterleitung sein, oder zu einer Verschiebung der JAKs führen und so negativ auf 
die Aktivierbarkeit wirken.  
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3.1.6 Luziferaseinduktion durch einen ?2-Makroglobulin Promotor erfolgt 
durch beide Chimärensysteme in gleichem Umfang 
Um die Ergebnisse aus den EMSA-Experimenten (Abb. 3.5 A) in einem weiteren 
biologischen Test zu kontrollieren, wurde die Funktionalität beider chimärer TM-Systeme in 
HepG2 Zellen mit Hilfe des Luziferaseassays untersucht. Diese Technik ermöglicht es, die 
Konstrukte in einer anderen Zelllinie zu testen, die einen anderen Transkriptionsfaktor 
benutzt: STAT3.  
Neben den Rezeptorkonstrukten und des ?2-Makroglubulin-Reportergenkonstruktes, welches 
für die Luziferase kodiert, wurde stets ?-Galaktosidase koexprimiert um die Schwankungen 
der Transfektionsffizienz rechnerisch ausgleichen zu können. 
Es zeigte sich, wie aufgrund der Ergebnisse aus den EMSA Experimenten zu erwarten, dass 
beide Systeme in ähnlichem Umfang signalisieren, obwohl hier das IL-5R-TMD-System 
leicht stärker ausfiel als das gp130 TM-System (in Abb. 3.5 B, vergleiche Spur 2 mit 4). Die 
Kombination ?-TM Chimäre plus 3 Aminosäuren in der Schnittstelle mit der entsprechenden 
?-TM Chimäre ohne Insertion reduzierte die Aktivierbarkeit um 40% auf 60% des IL-5R TM-
Systems und war somit in seiner Funktion deutlich eingeschränkt (die Höhe der dritten Säule 
ist im Vergleich zu den Säulen 2 und 4 deutlich reduziert).  
Beide Versuche zeigen, dass die TMD der chimären Rezeptoren bei Erhaltung der Funktion 
austauschbar sind. Die Unterschiede in der Aktivierbarkeit sind minimal; im Luziferaseassay 
signalisierte das Heterodimer mit der IL-5R-TMD etwas stärker, im EMSA ist die Aktivität 
des gp130 TM-Heterodimers etwas größer (Abb. 3.5 Spuren 2 und 4). 
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Abbildung 3.5: EMSA und Luziferase-Assay der Chimären IL-5R/gp130 Systeme:  
Ein Einschub von drei Aminosäuren inhibiert die Fähigkeit zur Signal-Weiterleitung signifikant.        
(A) Schematische Darstellung der Rezeptormutanten und EMSA. Expressionsplasmide der IL-5R-TM und 
gp130-TM Konstrukte (wie dargestellt) wurden mittels der DEAE-Methode transient in Cos-7 Zellen transfiziert. 
Hierzu wurden äquivalente Mengen der für die jeweiligen Rezeptoren kodierenden cDNAs verwendet. 48 
Stunden nach Transfektion wurden die Zellen für 5 Stunden in FCS-freiem Medium inkubiert, um sie von allen 
exogenen Zytokinen frei zu halten. Während des Hungerns wurden FACS-Analysen von Zellen der gleichen 
Transfektion, die aber separat gehalten wurden, durchgeführt um die Transfektionseffizienz zu messen. Dies 
ergab für alle Rezeptorkonstrukte gleiche Transfektionseffizienzen. Anschließend wurden die gehungerten 
Zellen für 30 Minuten in 10ng IL-5/ml Medium inkubiert, um die exprimierten Konstrukte zu aktivieren.  
Kernextrakte wurden erstellt, mittels der Methode nach Bradford wurde der Proteingehalt bestimmt. Je 10µg 
Protein wurden mit der doppelsträngigen [32P]-markierten m67SIE-DNA-Sonde inkubiert, um im EMSA 
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aufgetrennt zu werden und gebundene STAT3-DNA Komplexe autoradiographisch quantitativ nachzuweisen. 
Die Abbildung ist repräsentativ für 3 unabhängige Experimente. 
(B) Luziferase Assay: Äquivalente Mengen HepG2 Zellen wurden pro Ansatz mittels der Kalzium-Phosphat-
Methode mit den entsprechenden Expressionsvektoren für die jeweiligen TM-Systeme, der ?-Galaktosidase und 
des ?2-Makroglubulin-Reportergenkonstruktes, welches für die Luziferase kodiert, transient transfiziert. 24 
Stunden später wurden die Zellen in 5ng IL-5/ml Medium für 12 Stunden inkubiert, um die Rezeptoren zu 
aktivieren und so die Luziferase zu induzieren. Nach Lyse der Zellen wurde die relative Luziferaseaktivität 
bestimmt und hier in Prozent aufgetragen. Die Abbildung ist repräsentativ für 3 unabhängige Experimente. 
 
 
3.1.7 Unterschiede in der konstitutiven Rezeptor- und JAK-Aktivierung durch 
Überexpression von JAK1  
Während der Kopräzipitationsexperimente mit kotransfizierter, muriner JAK1 zeigte sich eine 
nicht erwartete, sehr frühe Zytokin-unabhängige JAK Selbstaktivierung und 
Rezeptorphosphorylierung. Es ist bekannt, dass sich Januskinasen ab einer bestimmten 
Konzentration in der Zelle selbst aktivieren [persönliche Mitteilung von Dr. Claude Haan]. 
Durch Kotransfektion kann man diese Konzentration überschreiten und so eine 
ligandenunabhängige Aktivierung induzieren. Achtzehn Stunden post transfectionem, unter 
Koexpression von muriner JAK1, zeigte sich eine deutlich konstitutiv phosphorylierte ?-IL-
5R-TM Chimäre (Abb. 3.6 A, oberste Detektion, Spur 2), während die ?-gp130-TM Chimäre 
noch keine konstitutive Phosphorylierung aufwies (Abb. 3.6 A, oberste Detektion, Spur 3). 
Durch 15-minütige Stimulation mit IL-5 war der Phosphorylierungsgrad der ?-gp130-TM 
Chimäre nur in geringem Umfang zu steigern. In den Zellen, die das IL-5 Rezeptor TM 
System exprimierten, waren alle JAK1 konstitutiv aktiv, während in den Zellen des gp130 
TM Systems nur ein kleiner Teil konstitutiv aktiv vorlag. Durch 15-minütige Stimulation mit 
IL-5 konnte in den letztgenannten Zellen eine deutliche Steigerung der JAK1-
Phosphorylierung erreicht werden (Abb. 3.6 A, dritte Detektion, Spur 3). Im Rahmen dieses 
Versuchsansatzes zeigte sich das IL-5-Rezeptor-TMD System einer Kotransfektion von 
muriner JAK1 gegenüber deutlich sensibler. 
Diese Unterschiede im Aktivierungsverhalten beider Rezeptorsysteme glichen sich 48 
Stunden nach der Transfektion wieder aus. So zeigten zu diesem Zeitpunkt die Zellen, die mit 
dem IL-5 Rezeptor TM Rezeptorsystem und JAK1 transfiziert wurden, eine zu den Zellen, die 
mit dem gp130-TM Rezeptorsystem und JAK1 transfiziert wurden, äquivalente konstitutive 
Aktivierung von STAT1 (Abb. 3.6 B, Spuren 2 und 3). Eine mögliche Erklärung hierfür wäre, 
dass die Januskinasen im IL-5 Rezeptor TM System eine höhere Affinität zu ihrem Substrat 
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haben und daher schneller aktivieren. Durch die ausgetauschte TMD könnte auch die 
Dimerisierungstendenz der Rezeptoren verstärkt worden sein, was zu einer vorzeitigen 
Aktivierung führen würde. 
 
 
 
Abbildung 3.6  
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Abbildung 3.6 Immunpräzipitation von JAK1 und der verschiedenen IL-5R-?-Ketten  
Schematische Darstellung der Rezeptormutanten (oben) 
(A) Darstellung der Phosphorylierung von IL-5R?(TM)/gp130, IL-5R?/gp130(TM) und JAK1 nach 18-stündiger 
Überexpression von JAK1. Transient transfizierte Cos-7 Zellen, die die verschiedenen TMD-Systeme sowie 
jeweils 1?g kotransfizierte JAK1 exprimierten, wurden nach Stimulation mit IL-5 lysiert und einer 
Immunpräzipitation mit dem IL-5R-?-spezifischen Antikörper S16 unterzogen. Die Immunpräzipitate wurden 
gelelektrophoretisch mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt und durch Western blotting auf eine PVDF-Membran 
transferiert. Die Phosphorylierung der überexprimierten JAK1 sowie der ?-Rezeptorketten wurde durch 
Inkubation der Membran mit anti-Phosphotyrosin-Serum und nachfolgender Detektion mit Hilfe des ECL-
Systems von Amersham nachgewiesen. Die Expressionskontrolle erfolgte durch Neuanfärben des Blots mit dem 
polyklonalen anti-IL-5R-?-Antikörper N-20. Zur Kontrolle der Expressionsspiegel der IL-5R-?/gp130-Chimären 
wurde ein Western blot mit Aliquots der entsprechenden Zellysate mit dem anti-IL-5R-?-Antikörper N-20 
entwickelt.  
(B) EMSA der IL5-R-TM und gp130-TM Konstrukte, so wie schon in Abbildung 3.5 A gezeigt, nur hier mit 48-
stündiger Überexpression von JAK1. 
 
 
3.1.8 Heterodimerisierung der IL-5R/gp130 TM Chimären 
Es konnte bis jetzt gezeigt werden, dass das IL-5R/gp130 chimäre Rezeptorsystem funktionell 
bleibt, auch wenn man die TMD des Homodimers gp130 durch die TMD des IL-5R ?-? 
Systems austauscht. Beide Systeme aktivieren in gleichem Maße STAT-
Transkriptionsfaktoren und zeigen keinen Unterschied in der Bindung von kotransfizierter 
JAK1. Es stellt sich die Frage, ob dies auf eine vergleichbare Funktionalität der IL-5R TM-
Regionen mit der des gp130 zurückzuführen ist, oder ob diesem Bereich über die 
Verankerung in der Membran hinaus keine weitere Bedeutung zuzuschreiben ist, und es 
deshalb nicht zu einem Funktionsverlust kommt. Im letzteren Fall könnte die TMD dieser 
Chimären durch jegliche TMD ausgetauscht werden, ohne die Rezeptorfunktion zu verlieren. 
Kann sie dies aber nicht, würde dies bedeuten, dass die TMD eine darüber hinausgehende 
Rolle in der Weiterleitung des Signals von extrazellulär nach intrazellulär übernimmt und 
nicht nur einen passiven Anker darstellt, sondern durch spezifische Interaktionen und 
Affinitäten aktiv zur Funktionalität beiträgt. Das hier benutzte Rezeptorsystem erlaubt durch 
seine Konstruktion aus den extrazellulären Teilen der IL-5R-? bzw. ? auch die gezielte 
Heterodimerisierung von verschiedenen gp130 Konstrukten. So ist es möglich, die gp130 
TMD mit der TMD des IL-5-? oder -? Rezeptors in einen Komplex zu zwingen, um so die 
Funktionalität dieser unphysiologischen Kombinationen zu evaluieren. Diese Heterodimere 
wurden anschließend in EMSA und Luziferase-Assay Versuchen untersucht. 
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Im Luziferase-Assay zeigte sich für die Kombination der gp130-TMD mit der IL-5R-?-TMD 
eine Reduktion der Aktivierbarkeit auf ca. 80% des Wertes eines homodimerisierten IL-
5(TM)/gp130-Rezeptors (Abb. 3.7 A, vergleiche Säulen 2 und 3). Für die 
Heterodimerisierung der gp130-TMD mit der IL-5R-?-TMD reduzierte sich dieser Wert auf 
ca. 65% (vierte Säule, im Vergleich zu 2 und 5 stark reduziert). 
Die EMSA Versuche bestätigten diese Ergebnisse mit der Einschränkung, dass die 
Abschwächung der Aktivierung durch eine Kombination der gp130-TMD mit der IL-5R-?-
TMD hier nicht so stark ausfiel; es gibt kaum einen Unterschied zwischen Spur 2 und 3 (Abb. 
3.7 B), hingegen war die Inhibierung der Aktivierung durch die Heterodimerisierung der 
gp130-TMD mit der IL-5R-?-TMD deutlich zu erkennen. Man kann eine deutliche 
Abschwächung von Spur 3 zu Spur 4 erkennen, wogegen Spur 5 wieder voll aktiviert ausfällt, 
da hier eine physiologische Homodimerisierung der gp130-TMD erfolgt.  
In Abschnitt 3.1.7 wurde eine durch Überexpression von JAK1 induzierte konstitutive 
Aktivierung beider TM-Rezeptorsysteme beschrieben. Die IL-5R(TM)/gp130-Kombination 
ist aber auch in der Lage ohne Kotransfektion von Januskinasen zu einer konstitutiven 
Aktivierung von STAT-Faktoren zu führen (Spur 2 der Abbildung 3.7 B). Diese Zytokin-
unabhängige Aktivierung ist durch das gp130-TMD-Homodimer nicht zu erkennen (Spur 5). 
Im Luziferase-Assay fand sich die höchste konstitutive Aktivierung ebenfalls bei Expression 
der IL-5R(TM)/gp130-Kombination (Abb. 3.7, Säule 2). EMSA und Luziferase Assay zeigen 
kongruente Ergebnisse. 
Obwohl beide Homodimere gleiche Aktivitäten zeigten (im Luziferase-Assay waren die IL-
5R-TMD-Konstrukte etwas stärker, im EMSA zeigten sich die gp130-TMD-Chimären etwas 
stärker), führte eine Kombination unterschiedlicher TMD zu einer starken Inhibierung der 
Signaltransduktion. Dies zeigt, dass eine Veränderung der Konformation des TMD-Dimers 
Auswirkungen auf die Funktionalität des Rezeptorkomplexes hat.  
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Abbildung 3.7 Bedeutung der Transmembrandomänen für die Rezeptor-Aktivierung: 
Heterodimerisierung der verschiedenen IL-5R/gp130 TM Chimären 
(A) Schematische Darstellung der Rezeptormutanten und Luziferase Assay. Die Aktivierung eines STAT3-
responsiven Akutphase-Promotor getriebenen Reportergens wurde durch die Heterodimerisierung der TMD 
signifikant reduziert. Äquivalente Mengen HepG2 Zellen wurden mit den entsprechenden Expressionsvektoren 
für die jeweiligen TMD-Chimären, der ?-Galaktosidase und des ?2-Makroglubulin-Reportergenkonstruktes, 
welches für die Luziferase kodiert, transient transfiziert. 24 Stunden später wurden die Zellen in 5ng IL-5/ml 
Medium für 12 Stunden inkubiert, um die Rezeptoren zu aktivieren und so die Luziferase zu induzieren. Nach 
Lyse der Zellen wurde die relative Luziferaseaktivität durch Abgleichen mit der koexprimierten ?-Galaktosidase 
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bestimmt und hier in Prozent aufgetragen. Abgebildet sind repräsentative Luziferase Aktivitäten von mindestens 
drei unabhängigen Experimenten (gemittelt ± S.A.).  
(B) Bestätigung der Ergebnisse im EMSA: DNA der jeweiligen TMD-Chimären wurde, wie angezeigt, zur 
Heterodimerisierung mittels der DEAE-Methode transient in Cos-7 Zellen transfiziert. Hierzu wurden 
äquivalente Mengen der für die jeweiligen Rezeptoren kodierenden cDNA verwendet. 48 Stunden nach 
Transfektion wurden die Zellen für 5 Stunden gehungert. FACS-Analysen bestätigten gleiche 
Transfektionseffizienz. Anschließend wurden die Zellen für 30 Minuten in 10ng IL-5/ml Medium stimuliert. In 
den anschließend hergestellten Kernextrakten wurden mittels EMSA, STAT1-DNA Komplexe 
autoradiographisch quantitativ nachgewiesen und sind hier dargestellt. Die Abbildung ist repräsentativ für 
wenigstens 3 unabhängige Experimente.  
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3.2 VERLAGERUNG DER BOX1/2-REGION AN DAS C-TERMINALE 
ENDE VON GP130 
 
3.2.1 Bildet der für die JAK-Bindung verantwortliche Teil des gp130 Rezeptors 
ein eigenständiges Modul? 
Die Funktionalität von Zytokinrezeptoren hängt ganz besonders von den Tyrosinkinasen der 
JAK Familie ab, die über die Box1/2-Region konstitutiv mit den Rezeptoren verbunden sind. 
Sequenzanalysen der zytoplasmatischen Region fast aller Zytokinrezeptoren lokalisieren die 
hochkonservierte BOX1/2 Region in den Bereich der 61 membran-proximalen 
zytoplasmatischen Aminosäuren. Murakami et al. konnten bereits 1991 zeigen, dass diese 61 
zytoplasmatischen juxtamembranären AS ausreichen, um ein IL-6 vermitteltes proliferatives 
Signal in Baf/3 Zellen zu vermitteln [57]. Da in diesem trunkierten Rezeptor kein STAT-
Bindungsmodul mehr vorhanden ist, bleibt nur ein Aktivierungsweg direkt über die 
Januskinasen übrig. JAK2 kann direkt STAT5 binden und aktivieren [77]. Die BOX1/2 
Region ist für die Signalübermittlung essentiell. Deletion der BOX1, wie auch Deletion der 
BOX2 führen zu einem Verlust der JAK-Bindung an den Rezeptor [58]. Zudem sind 
verschiedene hydrophobe AS wie zum Beispiel W666 essentiell für die Bindung der 
Januskinasen [59], so dass ein Bild entsteht, in dem die Ausbildung einer bestimmten 
Sekundär- und Tertiärstruktur nötig ist, um den Januskinasen eine Bindung an gp130 zu 
ermöglichen. Gerhartz et al. konnten zeigen, dass die STAT-Bindungsstellen des gp130 
Moleküls modularen Charakter haben [61]. Diese Module sind im zytoplasmatischen Bereich 
C-terminal der BOX2 innerhalb der Rezeptorkette verschiebbar und trotzdem funktionell. 
Von besonderem Interesse ist eine Mutante gp130?440, die direkt hinter der BOX2 das STAT-
Bindungs-Modul des Interferon ?-Rezeptors besitzt und dadurch wie der Interferon ?-
Rezeptor stark STAT1 aktiviert. Ohne JAK-Bindung kommt es auch hier nicht zu einer 
STAT-Aktivierung. Nun stellte sich die Frage, inwieweit für die Region, die für die 
Januskinasenbindung verantwortlich ist, dasselbe zutrifft: Beeinträchtigt eine Translozierung 
innerhalb der Rezeptorkette die Rezeptorfunktion nicht? Um zu untersuchen, ob die BOX1/2 
eine unabhängige Domäne repräsentiert, die zu einer anderen Position innerhalb des 
zytoplasmatischen Teils des gp130 Signalübermittlers verschoben werden kann, konnte von 
den schon vorher genannten IL-5R-gp130 Chimären profitiert werden, die erlauben, die 
Rezeptormutanten unabhängig des endogenen gp130 zu untersuchen. Die hierzu gewonnenen 
Mutanten werden im nächsten Abschnitt vorgestellt. 
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3.2.2 Rezeptor-System und Konstruktion der Mutanten 
Um der Fragestellung der Verschiebbarkeit der JAK-Bindungsregion nachzugehen, wurde 
innerhalb der gp130 Rezeptorkette die BOX1/2-Region in das C-terminale Rezeptorende 
einkloniert. Stefan Thiel stellte freundlicher Weise ein Konstrukt mit deletierter BOX1 
Region zur Verfügung. Diese Mutation (?BOX1), die in die benötigten IL-5R-? und -? 
Chimären einkloniert wurde, diente als Negativkontrolle, da hierfür bekannt ist, dass die JAK-
Bindung nicht mehr möglich ist [58]. In diese Konstrukte wurde die cDNA, die für die 
komplette BOX1/2 Region kodiert (R644-S710) in die membranferne Region des gp130, C-
terminal von Aminosäure M901 eingefügt. Hierdurch entstand die Mutante (?BOX1; 
BOX1/2 CT), die nur noch eine einzige JAK-Bindungsregion an unphysiologischer Stelle, 
und zwar am C-terminalen Rezeptorende, aufweist und dazu diente, direkt zu testen, ob JAK1 
an diesen C-terminalen Einschub binden kann. Um zu überprüfen, ob der Rezeptor trotz der 
großen C-terminalen Insertion funktionell bleibt, wurde eine Positivkontrolle generiert, indem 
die oben genannte Insertion (BOX1/2 CT) in die WT-Chimären eingefügt wurde. Alle 
Mutationen wurden in das in diesem Labor etablierte chimäre Rezeptorsystem eingefügt und 
als zytoplasmatische Homodimere exprimiert. Abbildung 3.8 gibt einen Überblick über die 
benutzten Rezeptoren. „WT“ und Leervektor dienten als weitere Kontrollen, um die 
Aktivierung bzw. JAK-Bindungsfähigkeit der Mutanten quantifizieren zu können. 
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Abbildung 3.8 Proportionale Darstellung der erstellten Rezeptor Mutanten zur Fragestellung des 
modularen Charakters der BOX1/2 Region der gp130-Rezeptorkette 
Links befindet sich die schematische Abbildung des Chimären-Rezeptor-Systems, in das die Mutationen 
eingeführt wurden. Die Extrazellulärregionen stammen vom IL-5R-? bzw. -?, die TMD und die 
zytoplasmatische Region stammen von gp130. Dieses System wurde nur zur Homodimerisierung der Mutationen 
im zytoplasmatischen Teil des Rezeptors mittels IL-5 genutzt. ?BOX1 steht für eine Deletion von 24 AS, die mit 
der zweiten AS juxtamembranär intrazellulär beginnt und mit der achten AS hinter dem PXP-Motiv endet (K643 
- W666 einschließlich). BOX1/2 CT steht für eine Insertion von 66 AS in den C-terminalen Bereich des 
Signalübermittlers gp130. Zwischen AS M901 und P902 wurde der Bereich von R644 bis einschließlich S710 
inseriert. Dieser Bereich umfasst die komplette Sequenz von BOX1 und BOX2 und geht 8 AS über BOX 2 nach 
C-terminal hinaus und wurde in der Abbildung grau hervorgehoben. In den BOX1/2 CT-Mutanten ist dieser 
Bereich am Rezeptorende zu erkennen. Das schwarze Ende entspricht den letzten 19 AS des Rezeptors, die die 
Tyrosine Y905 und Y915 beinhalten. In den ?BOX1-Mutanten ist der graue, membrannahe Bereich, 
entsprechend der Deletion, um 23 AS verkürzt zu erkennen. Die Bereiche des IL-5 Rezeptorsystems sind für die 
?-Kette in weiß und für die ?-Kette in grau dargestellt. Der Bereich der BOX1/2 ist in dunkelgrau gehalten, das 
PXP Motiv entspricht dem hellgrauen Streifen.  
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3.2.3 Expression der verschiedenen Mutanten in Cos-7 Zellen 
Äquivalente Mengen der cDNA, die für die vorgestellten Konstrukte kodieren, wurden 
verwendet, um Cos-7 Zellen transient zu transfizieren. In den Lysaten dieser Zellen konnten 
gleiche Mengen der jeweiligen ?-Kette der Rezeptorchimärensysteme mittels Western 
blotting und Immundetektion nachgewiesen werden (Abb. 3.9). Die Expression zeigte keine 
signifikanten Unterschiede in der Quantität. Die Spuren 2 bis 5 zeigen die verschiedenen 
Rezeptorkonstrukte, die aufgrund ihrer Größe nach der Elektrophorese im Polyacrylamidgel 
auf unterschiedlichen Höhen laufen aber eine gleich starke Schwärzung des Films 
hervorrufen.  
Mittels FACS-Analysen wurden die Zellen 48 Stunden nach Transfektion quantitativ auf 
Expression der Rezeptoren auf der Zelloberfläche untersucht. Nach „Färbung“ der zu 
untersuchenden Zellen mit entsprechendem Erst- und Zweitantikörper zeigte sich in den 
FACS-Analysen, dass alle vier chimären Rezeptoren in gleicher Quantität auf der 
Zelloberfläche anzutreffen sind; die jeweilige Transfektionseffizienz ist in den Kästchen der 
Abbildung 3.10 rechts oben angegeben.  
Abbildung 3.9 Nachweis der exprimierten Konstrukte durch Immunpräzipitation 
Jeweils 7,5?g der schematisch dargestellten Rezeptoren wurden transient in Cos-7 Zellen transfiziert. 48 
Stunden post transfectionem wurden die Zellen lysiert und mit dem monoklonalen IL-5R-? (S-16) Antikörper 
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einer Immunpräzipitation unterzogen um die mutierten Rezeptoren zu isolieren. Im SDS-PAA-Gel wurden diese 
dann elektrophoretisch der Größe nach aufgetrennt und durch Western blotting auf eine PVDF-Membran 
übertragen um sie mit Hilfe eines IL-5R-? (N20) Antikörpers zu markieren und schließlich mittels eines HRP-
konjugierten Antikörpers zu detektieren. Man beachte den Größenunterschied der einzelnen Proteine an den 
unterschiedlichen Positionen im Gel im Vergleich zu den Modellen oben in der Abbildung. 
 
 
 
   
 Abbildung 3.10: FACS-Analysen der BOX-CT Konstrukte 
Äquivalente Mengen Cos-7 Zellen wurden pro Ansatz mit gleichen Mengen der für das Konstrukt kodierenden 
cDNA mittels DEAE-Methode transient transfiziert, 24 Stunden danach 1:2,5 gesplittet und 48 Stunden nach 
Transfektion geerntet. Anschließend wurden die Zellen mit monoklonalen, für die jeweilige IL-5R-? oder ? 
Extrazellulärdomänen spezifischen monoklonalen von der Maus stammenden AK inkubiert. An diese AK bindet 
der mit R-Phycoerythrin-konjugierte Anti-Maus-IgG AK, dessen Fluoreszenz mit dem FACS-Gerät gemessen 
wurde. Die Transfektionseffizienz ist jeweils angegeben (Ecke rechts oben). Die Ergebnisse sind repräsentativ 
für mindestens drei unabhängige Experimente. 
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3.2.4 Die nach C-terminal translozierte BOX1/2 Region ist nicht in der Lage 
JAK1 zu binden 
In Kopräzipitationsversuchen zeigte sich, dass die artifiziell eingefügte Bindungsregion nicht 
befähigt ist JAK1 zu kopräzipitieren. In Abb. 3.11 sieht man, dass weder die Mutante ?BOX1 
noch die Mutante ?BOX1+ BOX1/2 CT in der Lage ist JAK1 zu rekrutieren (Abb. 3.11, Spur 
2 und 3). Das heißt, die zusätzliche BOX1/2 schafft es nicht die JAK1 Bindungsfähigkeit des 
Rezeptors wiederherzustellen. Wenn man die Rezeptoren WT und BOX1/2 CT vergleicht, so 
kann man feststellen, dass in diesem Fall die zusätzliche BOX1/2 Region das JAK1 
Bindungsverhalten nicht verstärkt. (Spur 4 und 5).  
 
 
Abbildung 3.11 Januskinasen binden nicht an die Membran-distal verlagerte BOX1/2 Region 
Cos-7 Zellen wurden mit den Plasmiden für die unterschiedlichen IL-5R-?/gp130 Konstrukte (7,5?g) und JAK1 
(2?g) transfiziert, anschließend lysiert und mit dem monoklonalen IL-5R-? (S-16) Antikörper einer 
Immunpräzipitation unterzogen. Die Western blots wurden mit einem polyklonalen Antiserum gegen JAK1 
(oberer Abschnitt) inkubiert und nach stripping mit einem IL-5R-? (N20) Antikörper (unterer Abschnitt) 
untersucht. Die Abbildung zeigt repräsentative Ergebnisse von mindestens drei unabhängigen Experimenten. 
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Hieraus lässt sich schließen, dass die native BOX1/2 Region der BOX1/2 CT Mutante eine 
physiologische Faltung aufweist, da sie in der Lage ist JAK1 zu binden. Diese Daten machen 
eine Beeinflussung der Faltung der juxtamembranären BOX1/2-Region durch die zusätzliche 
weiter C-terminal Gelegene unwahrscheinlich.  
 
 
3.2.5 Die zusätzliche BOX1/2 vermindert die STAT1-Aktivierungsfähigkeit  
Um die Funktionalität der Mutanten zu testen, wurde ihre Fähigkeit untersucht, STAT1 zu 
aktivieren. Es zeigte sich, wie aus den Bindungsversuchen zu erwarten, keine STAT1-
Aktivierung durch IL-5-Stimulierung der Mutanten ?BOX1 und ?BOX1 + BOX1/2 CT (Abb. 
3.12, Spuren 4 und 6). Dies bestätigt die Bindungsversuche, da man davon ausgehen kann, 
dass es ohne rezeptorgebundene Januskinasen nicht zu einer STAT-Aktivierung kommen 
kann. Die Mutante BOX1/2 CT zeigte eine leicht verminderte STAT-Aktivierungsfähigkeit 
im Vergleich zum WT (Spur 10 im Vergleich mit Spur 8). Da der BOX1/2 Einschub 
zwischen den Tyrosinen 814 und 905 erfolgte, und dadurch die Tyrosine 905 und 915 um 
circa ? der zytoplasmatischen Rezeptorlänge nach C-terminal verschoben wurden, ist es 
wahrscheinlich, dass hierdurch die Fähigkeit der Januskinasen, die beiden letzten Tyrosine 
sowie die daran bindenden STAT-Faktoren noch zu erreichen und zu phosphorylieren, 
vermindert ist. Dies könnte ein Grund für die geringere Aktivierungsfähigkeit dieser Mutante 
sein. Es ist festzustellen, dass trotz des Einschubes die Funktion, wenn auch vermindert, 
erhalten bleibt, was auf eine korrekte Faltung des Rezeptors schließen lässt. 
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Abbildung 3.12 Die Translozierung der BOX1/2 Region zu einer membranfernen Position unterbindet 
eine STAT1 Aktivierung 
Cos-7 Zellen wurden mit den für die chimären Rezeptoren kodierenden Plasmiden wie angezeigt transfiziert 
(jeweils 7.5?g). Tyrosinreste in der intrazellulären Region der Rezeptoren sind als weiße Querlinien 
eingezeichnet. Die transferierten Regionen sind grau hervorgehoben. Nach Kultivierung für 48 Stunden wurden 
die Zellen 6 Stunden in 0% FCS-Medium inkubiert und 30 min lang mit 10ng/ml IL-5 stimuliert. Kernextrakte 
wurden erstellt und mittels EMSA und SIE-Probe analysiert.  
Die Ergebnisse sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente. 
 
Die bis hierhin durchgeführten Experimente lassen den Schluss zu, dass sich der Bereich der 
BOX1/2-Region in unmittelbarer Nähe zur Zellmembran befinden muss, um JAKs effizient 
binden zu können und eine Signaltransduktion zu ermöglichen. Es ist aber nicht 
auszuschließen, dass sich die zum C-Terminus translozierte Region in einer anderen 
Sequenzumgebung nicht richtig faltet und ihre physiologische Struktur nicht einnehmen kann. 
 
 
                                                                    Ergebnisse  61 
3.3 BEDEUTUNG DES ABSTANDES DER BOX1/2 VON DER TRANS-
MEMBRANDOMÄNE - AUSWIRKUNGEN VON REZEPTOR-
ROTATION  
 
3.3.1 Konstruktion der Mutanten:  
Insertion von Aminosäureresten in die EXON-EXON Grenze 15-16 
Vorausgehende Arbeiten an der Transmembrandomäne des gp130 legten nahe, dass sich die 
transmembranäre ?-helikale Struktur der Zytokinrezeptoren möglicherweise juxtamembranär 
intrazellulär bis zur BOX1/2 – Region fortsetzt (nicht veröffentliche Arbeit von Frau Dr. 
Heike Hermanns). Folglich könnte auch die Aktivierung des gp130 nicht nur vom Abstand 
der konservierten Motive von der Plasmamembran abhängig sein, sondern auch sensibel auf 
eine Rotation reagieren. Um diese Hypothese zu testen, wurden je ein bis vier zusätzliche 
Alaninreste (+1A, +2A, +3A, +4A) und je ein bis zwei zusätzliche Lysinreste (+1K, +2K) in 
die juxtamembranäre intrazelluläre Domäne des gp130 Rezeptors zwischen TMD und BOX1 
eingefügt (Abb. 3.13). Bei einer ?-helikalen Struktur in diesem Bereich würde jeder 
zusätzliche Alaninrest jede Rezeptorkette innerhalb des Dimers um ca. 110° drehen, und 
dabei gleichzeitig um annähernd 1,6 Ångström verlängern. Drei zusätzliche Aminosäuren 
würden zu einer Rotation von annähernd 330° führen, was fast einer ganzen Umdrehung 
entsprechen würde (siehe Abb. 3.17, unter +3A kommen sich die aktivierenden Bereiche fast 
so nah wie unter WT). Da es keinerlei strukturelle Daten über die zytoplasmatischen Bereiche 
der Zytokinrezeptoren gibt, die zur Orientierung hätten dienen können, und Intron/Exon – 
Grenzen oft mit Domänen-Grenzen im Protein korrelieren, wurde die bekannte Organisation 
des menschlichen gp130 Gens genutzt, um den geeignetsten Ort für eine 
Insertionsmutagenesestudie zu finden [103] (Abb. 3.13). 
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Abbildung 3.13 Alanin und Lysin Insertions–Mutagenese in den Exon–Grenzen der gp130 mRNA  
Die bekannten Exon-Grenzen der TM-Region des gp130 sind dargestellt. Mittels PCR wurden 1-4 zusätzliche 
Aminosäuren in den zytoplasmatisch-intrazellulären Bereich zwischen L646 und I647 eingefügt. Exon 14 und Exon 
16 sind nicht vollständig dargestellt. Die TMD und BOX1 sind hervorgehoben. Die Mutationen wurden 
anschließend in die IL-5R-? und -? Chimären einkloniert. Die Schnittstelle zwischen der gp130 Rezeptorkette 
und den IL-5 Rezeptorketten ist in der Abbildung links unten angezeigt.  
 
Die Entscheidung fiel auf die Grenze zwischen Exon 15 und 16 – korrespondierend zu den 
Aminosäuren L646 und I647 – für eine Insertion von 1 bis 4 Alaninresten und 1 bzw. 2 
Lysinresten. Diese Grenze befindet sich 5 Aminosäuren downstream der vorhergesagten 
Transmembranregion und 4 Aminosäuren upstream der JAK-Bindungsstelle BOX1. Die 
TMD und die intrazellulären Bereiche der resultierenden Mutanten wurden mit den 
extrazellulären Bereichen des IL-5R fusioniert, wie bereits in Abschnitt 3.1.2 beschrieben.  
Sequenzanalysen vieler Zytokinrezeptoren zeigen eine Konservierung positiv geladener 
Aminosäuren innerhalb des juxtamembranär zytoplasmatischen Bereiches. Auf dieser Höhe 
der Rezeptorkette befinden sich die negativ geladenen Kopfgruppen der die Zellmembran 
bildenden Phospholipide, die mit den positiv geladenen Aminosäuren des Rezeptors eine 
Interaktion eingehen könnten, um die Rezeptorkette in der Plasmamembran zu verankern. 
Diese postulierte Interaktion könnte für die Ausbildung des signalisierenden Komplexes und 
dessen Stabilität wichtig sein und durch eine Insertionsmutagenese mit Alaninresten gestört 
werden. Um diese Möglichkeit auszuschließen, wurden die Lysinreste in die Rezeptoren 
eingeführt, deren Funktionalität anschließend zu testen war. 
  
3.3.2 Expression der Insertions-Mutanten in Cos-7 Zellen  
Äquivalente Mengen der cDNAs der IL-5R-Chimären die für die in Abb. 3.13 gezeigten 
Mutanten kodieren, wurden verwendet, um Cos-7 Zellen transient zu transfizieren. 48 
Stunden nach Transfektion wurden die Zellen quantitativ auf Expression der Rezeptoren 
untersucht.  
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Abbildung 3.14: FACS-Analysen zeigen die Expressionsraten der 1-4A und 1-2K Konstrukte 
Die gleiche Anzahl von Cos-7 Zellen wurde pro Ansatz mit gleichen Mengen der für das Konstrukt kodierenden 
cDNA mittels DEAE-Dextran Methode transfiziert, 24 Stunden danach 1:2,5 gesplittet und 48 Stunden nach 
Transfektion geerntet. Anschließend wurden die Zellen mit monoklonalen, für die jeweilige IL-5R-? oder -? 
Extrazellulärdomänen spezifischen monoklonalen von der Maus stammenden AK inkubiert. An diese AK bindet 
der mit R-Phycoerythrin-konjugierte Ziege-anti-Maus-IgG AK, dessen Fluoreszenz mit dem FACS-Gerät 
gemessen wurde. Die Transfektionseffizienz ist jeweils angegeben (Ecke rechts oben). Die Ergebnisse sind 
repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente. 
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Dies geschah mittels FACS-Analysen. Nach „Färbung“ der zu untersuchenden Zellen mit 
entsprechendem Erst- und Zweitantikörper zeigte sich in den FACS-Analysen eine nahezu 
identische Oberflächenexpression für alle Konstrukte außer für IL-5R-?/gp130+4A (17%) 
und IL-5R-?/gp130+2K (21%), welche etwas geringer auf der Zelloberfläche gefunden 
wurden (Abb. 3.14). 
 
3.3.3 Phosphorylierung von JAK1 nimmt mit zunehmendem Abstand zur 
Plasmamembran ab 
Als Erstes wurden die hergestellten Rezeptorkonstrukte in Cos-7 Zellen so exprimiert, dass es 
jeweils zu einer Homodimerisierung der gp130 Transmembrandomänen und 
zytoplasmatischen Domänen kommt. Anschließend wurde die JAK-Bindung an die 
Rezeptoren untersucht, um eine Hemmung der Rezeptorassoziation der JAKs durch die 
eingeführten Aminosäuren auszuschließen. Hierzu wurden die Zellen mit JAK1 kotransfiziert, 
um ein äquivalentes Verhältnis von Rezeptoren und Kinasen zu erhalten.  
Da für die IL-5R-?-Kette bessere Antikörper verfügbar waren als für die entsprechende ?-
Kette, wurden Immunpräzipitationen mit den IL-5R ?-Ketten-Chimären durchgeführt. Diese 
Versuche zeigten eine gleiche JAK1 Bindung an alle Rezeptormutanten (Abb. 3.15 A). Die 
Reduzierung in der Bindung von JAK1 an das +3A Konstrukt wurde nicht konstant 
beobachtet (Spur 3). 
Dies zeigt, dass 1 bis 4 zusätzliche Alaninreste im juxtamembranären intrazellulären Bereich 
die JAK1-Rezeptor Interaktion nicht vermindern. Diese Ergebnisse passen zu den Befunden 
der IL-5R(TM)/gp130 Chimären, bei denen die Fusionsstelle im gleichen Bereich auch nicht 
zu einer verminderten JAK-Bindung führte (siehe Abb. 3.4, die Spuren 2 und 3 sind gleich 
stark). 
Inwieweit ist JAK1 durch die veränderten Rezeptoren noch aktivierbar? 12 Stunden post 
transfectionem wurden Cos-7 Zellen entweder mit IL-5 stimuliert oder unbehandelt gelassen. 
Die Immunpräzipitation von JAK1 zeigte, dass die Fähigkeit des mutierten Rezeptors das 
zytokininduzierte Signal zu den Januskinasen weiterzuleiten mit steigender Anzahl 
eingefügter Aminosäuren sinkt: Während eine Stimulation der +1A-Mutante und des 
Wildtyps zu einer bei Beachtung der Expressionslevel, gleich starken JAK1 Phosphorylierung 
führte (Abb. 3.15 B, Spur 4 bzw. 12), resultierte eine Stimulation der +4A Mutante (Spur 10) 
in einer deutlich herabgesetzten JAK1 Phosphorylierung (Abb. 3.15 B, obere Detektion). Die 
JAK1 Phosphorylierung nahm von +1A bis zu +4A kontinuierlich ab. Folgernd deuten diese 
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Experimente eher auf die Notwendigkeit einer membrannahen Lokalisation von JAK1 für die 
Aktivierbarkeit als auf eine Abhängigkeit von rotationellen Änderungen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.15  
(A) Die JAK1 Bindung an gp130 wird durch die zusätzlich in die Membran-proximale Region 
eingeführten Alaninreste nicht beeinträchtigt. Cos-7 Zellen wurden mit den Plasmiden für die 
unterschiedlichen IL-5R-?/gp130 Konstrukte (7,5?g) so wie mit JAK1 (1?g) transfiziert, anschließend lysiert 
und mit dem monoklonalen IL-5R-? (S-16) Antikörper einer Immunpräzipitation unterzogen. Die Western blots 
wurden mit einem polyklonalen Antiserum gegen JAK1 (oberer Abschnitt) inkubiert und nach Stripping mit 
einem IL-5R-? (N20) Antikörper (unterer Abschnitt) untersucht.  
(B) Addition von Alaninresten in die Membran-proximale Region des gp130 verringert die JAK1 
Phosphorylierung progressiv. Cos-7 Zellen, die die unterschiedlichen chimären Konstrukte (je 7.5?g) in 
einem homodimerisierenden Versuchsansatz zusammen mit JAK1 (1?g) exprimierten, wurden mit 20ng/ml IL-5 
stimuliert, lysiert und einer Immunpräzipitation mit dem polyklonalen Antiserum gegen JAK1 unterzogen. Die 
Western blots wurden mit einem Antikörper gegen Phosphotyrosin (PY99, oben) und mit einem Antiserum 
gegen JAK1 (HR-785, unten) untersucht und mittels HRP-konjugierten Antikörpern detektiert. 
(C) Die Abschwächung der JAK Phosphorylierung resultiert in einer verminderten gp130 Rezeptor 
Phosphorylierung. Cos-7 Zellen wurden transfiziert wie unter (B) beschrieben. Die IL-5R-?-Chimären wurden 
immunpräzipitiert. Anschließend wurden Western blots mit einem Antikörper gegen Phosphotyrosine (PY99, 
oben) und mit einem polyklonalen Antikörper gegen IL-5R-? (N-20, unten) inkubiert und mit HRP detektiert. 
Die gezeigten Ergebnisse sind repräsentativ für drei unabhängige Versuche. 
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3.3.4 Die Stärke der Rezeptorphosphorylierung nimmt mit steigender Zahl der 
eingefügten Aminosäuren ab 
Als nächstes wurde die durch IL-5-induzierte Stärke der Rezeptorphosphorylierung der +1A, 
+2A, +3A, +4A Konstrukte analysiert. Es verminderte sich die Rezeptorphosphorylierung in 
gleichem Umfang wie dies vorher für die Januskinasen gezeigt werden konnte: während die 
+1A Mutante die stärkste Rezeptorphosphorylierung zeigte, (Abb. 3.15 C Spur 4) wies die 
+4A Mutante eine fast nicht nachweisbare Phosphorylierung auf (Spur 10). Auch hier geht die 
Stärke der Phosphorylierung kontinuierlich von der +1A zur +4A Mutante zurück. Der 
verlängerte Bereich zwischen TMD und BOX1 führt somit zu einer Modulation der 
Signalweiterleitung zwischen Ligandenbindung und JAK-Aktivierung. Wie aber dieser 
Versuch zeigt, kommt es zwischen JAK-Aktivierung und Rezeptor-Aktivierung nicht zu 
einem weiteren Aktivitätsverlust. 
 
3.3.5 Starke Phosphorylierung von JAK1 und Rezeptor korrelieren nicht mit 
starker STAT- Phosphorylierung  
Um herauszufinden, ob die Beeinflussung der JAK1- und Rezeptor-Phosphorylierung auch 
Auswirkungen auf die STAT-Phosphorylierung hat, wurde der Status der STAT1- und 
STAT3-Tyrosinphosphorylierung nach Aktivierung der Rezeptormutanten in Zelllysaten 
mittels spezifischer Anti-Phosphotyrosin Antikörper untersucht (Abb. 3.16). 
Überraschenderweise führte die Stimulation der +1A Rezeptorchimäre im Vergleich zum 
Wildtypkonstrukt zu einer drastisch reduzierten STAT1 und STAT3 Tyrosinphosphorylierung 
(in Abb. 3.16 A mehr als in B, jeweils Spur 2). Im Gegensatz dazu ist vor allem die durch die 
+3A Mutante übermittelte Tyrosinphosphorylierung von STAT3 stärker als die aller restlicher 
Mutanten (Abb. 3.16 B, Spur 6), insbesondere wenn man die betonte Verminderung der 
JAK1-Aktivierung (Abb. 3.15 B) und Rezeptorphosphorylierung (Abb. 3.15 C) dieser 
Mutante in Betracht zieht. Dies deutet darauf hin, dass die Insertion eines einzigen 
Alaninrestes in die Juxtamembranregion des gp130 die JAK- und Rezeptorphosphorylierung 
von der STAT-Phosphorylierung entkoppelt. Aber warum kommt es trotz geringster JAK1- 
und Rezeptorphosphorylierung zu einer starken STAT-Aktivierung? 
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Abbildung 3.16: STAT1 und STAT3 Aktivierung der Alanin-Insertions-Mutanten. Das Einbringen 
eines Alanins in die juxtamembranäre, intrazelluläre Region des gp130 entkoppelt JAK und Rezeptor 
Phosphorylierung von STAT Aktivierung. Cos-7 Zellen, die JAK1 (1?g) sowie die chimären Rezeptoren 
(7.5?g jeweils) so wie angezeigt (?- und ?-Konstrukt mit der gleichen Mutation) exprimieren, wurden mit 
20ng/ml IL-5 stimuliert, lysiert und gleiche Mengen Protein mittels SDS-PAGE der Größe nach aufgetrennt. (A) 
Der Western blot wurde mit einem gegen Phospho-STAT1 spezifischen Antiserum entwickelt (oberer 
Abschnitt), und mit einem Antikörper gegen STAT1 (mittlerer Abschnitt) bzw. IL-5R-? (N-20) (unterer 
Abschnitt) nachgefärbt. (B) Western blots von einem unabhängigen Versuch wurden mit den für Phospho-
STAT3 (oben) spezifischen Antikörpern inkubiert, anschließend mit STAT3-spezifischen Antikörpern (Mitte) 
und IL-5R-? (N-20) spezifischen Antikörpern gefärbt (unten). Repräsentative Ergebnisse von 3 unabhängigen 
Experimenten werden gezeigt. 
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3.3.6 Abhängigkeit der Aktivierung von der Rotation der Rezeptorketten 
Nach den zuvor beschriebenen Ergebnissen scheint die Signalweiterleitung von der gp130- 
Rezeptoraktivierung hin zu den STAT-Faktoren von der richtigen Orientierung der beiden 
zytoplasmatischen gp130 Rezeptoren zueinander abzuhängen. Die einfachste Erklärung für 
diese Konstellation liegt in der Abhängigkeit der STAT-Phosphorylierung von der Rezeptor-
rotation. Unter der Annahme einer ?-helikalen Struktur, die sich aus der TM-Domäne 
kommend in den intrazellulären Teil fortsetzt, würde ein zusätzlicher Alaninrest in der Exon-
Exon-Grenze 15-16 jede Rezeptorkette des Dimers um annähernd 110° drehen. Bei 1 oder 2 
zusätzlichen Aminosäuren würde dies zu einer Dimer-Geometrie führen, die weit vom nativen 
Zustand der Rezeptor-Konfiguration entfernt ist. In diesem Zustand sind die JAKs noch in der 
Lage den Rezeptor zu phosphorylieren, sie behandeln die STAT-Faktoren aber nicht mehr als 
ihr Substrat. Wahrscheinlich sind sie durch die unphysiologische Rotation in ihrer 
Beweglichkeit eingeschränkt, erreichen deswegen die STAT-Faktoren nicht mehr und sind 
unfähig sie zu aktivieren. 
Die Insertion von zwei bzw. drei Aminosäuren in eine ?-Helix führt, unter einer 
Verschiebung von 3,2 bzw. 4,8 Å nach C-terminal, zu einer Drehung von 220° bzw. 330°, 
welche die Rezeptorketten erst in eine unphysiologische Konformation bringen (220°), aber 
bei 330° den signalisierenden Komplex wieder nah an die physiologische (native) 
Orientierung des Dimers "zurück drehen" und so eine Aktivierung zulassen (Abb. 3.17). In 
einem homodimerisierenden Ansatz erreicht das +3A Rezeptorkonstrukt am ehesten die 
Werte des WT. Dies zeigt sich in der äquivalenten Stärke der JAK1, Rezeptor und STAT1 
Phosphorylierung nach einer Aktivierung dieser Mutante. Das Ausmaß der JAK1, Rezeptor 
und STAT1 Aktivierung ist im Vergleich zur Aktivierung durch den WT reduziert, da der 
Einschub von drei Aminosäuren die Aktivierung der assoziierten Kinase vermindert und mag 
die Notwendigkeit für eine membrannahe Lokalisation repräsentieren, die die JAKs benötigen 
um voll aktiviert zu werden. Im weiteren Verlauf downstream von JAK1 erfolgt keine erneute 
Abschwächung oder Verstärkung der Signaltransduktion, was auf eine physiologische 
Dimerkonfiguration dieser Mutante rückschließen lässt. Um diese Ergebnisse zu verifizieren 
und die Mutanten +1A bis +4A in einem mehr quantitativen Ansatz zu vergleichen, wurde die 
Kapazität der Signaltransduktion der +1A(K), +2A(K), +3A, +4A Konstrukte in einem 
homodimerisierenden Versuchsansatz mit EMSA- (Abb.3.18) und Luziferase-Experimenten 
(Abb.3.19) untersucht. 
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Abbildung 3.17 ?-helikale Rotations-Projektion der durch die Insertionen induzierten Drehungen 
Jede eingeführte Aminosäure führt zu einer Drehung von ~ 110° und einer Verlängerung der Rezeptorkette von 
1,6Å. Dargestellt sind Homodimere der jeweiligen Mutanten. Die Achse der ?-Helix steht senkrecht auf der 
Bildebene. Man beachte die geringe Verdrehung zwischen WT und +3A. Eine Verschiebung in Richtung der 
roten Pfeile sollte eine komplette WT Konformation der +3A Mutanten ermöglichen.   
 
Wie schon durch die Ergebnisse aus den Immunpräzipitationen zu erwarten, zeigte sich auch 
in EMSA-Experimenten, dass die Insertion einer einzigen Aminosäure, im Vergleich zum 
WT-Konstrukt, zu einer starken Abschwächung der STAT1 und STAT3 Aktivierung führte 
(Abb. 3.18 A, Spuren 2 & 6 und Abb. 3.18 B, Spuren 2 & 8). Die +2A(K) und die +3A 
Mutanten zeigten eine stärkere Aktivierung, obwohl der Rezeptor weniger stark 
phosphoryliert war (Spuren 3, 4 & 7 in Abb. 3.18 B). Insbesondere die Mutante +3A führte zu 
einer starken Wiederherstellung der DNA Bindungskapazitäten (Abb. 3.18 A und B, Spur 4). 
Das Einsetzen von 4 zusätzlichen Alaninresten in die juxtamembranäre Region des gp130 
führte zu einem Abbruch der STAT1 und auch der STAT3 DNA-Bindung nach Stimulation 
mit IL-5 (Abb. 3.18 A und B, Spur 5).  
Um auszuschließen, dass die eingefügten Alaninreste postulierte Interaktionen zwischen 
positiven Aminosäuren und den negativ geladenen Kopfgruppen der Membranphospholipide 
unterbinden, wurden Experimente mit einem und zwei eingefügten Lysinresten (Mutanten 
+1K und +2K) anstelle der Alaninreste durchgeführt. Diese Experimente zeigten im EMSA 
(Abb. 3.18 B Spuren 6 & 7) und Reportergen-Analysen (Abb. 3.19 B Spuren 6 & 7) 
gleichartig schwere Verminderungen der Signaltransduktion, wie in den Experimenten mit 
den Alanin-Insertions-Mutanten. Ausgehend von diesen Ergebnissen kann eine 
Unterbrechung der Membranverankerung durch Alanininsertion keine Erklärung für die 
beobachteten Effekte sein.  
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Abbildung 3.18 Die Insertion von Alanin- bzw. Lysinresten in den membrannahen, intrazellulären 
Bereich der gp130-Kette deckt die Abhängigkeit der STAT-Aktivierung von der Rezeptorrotation auf. 
Die Effekte der Alanin-Insertionen sind durch Einführen von Lysin-Resten reproduzierbar. 
(A) Die DNA-Bindungsaktivität von STAT3 wurde durch das Einführen von einem Alanin Rest in die 
juxtamembranäre Region von gp130 stark abgeschwächt. Cos-7 Zellen, die die chimären IL-5R-? und -? 
Rezeptoren (jeweils 7.5?g, wie beschriftet) sowie zusätzlich 5?g eines Plasmids, welches für murines STAT3 
kodiert, exprimierten und zu einer Homodimerisierung der Mutationen führten, wurden für 6 Stunden gehungert 
und anschließend mit 10ng/ml IL-5 während 30min stimuliert. Kernextrakte wurden hergestellt und im EMSA 
mit der SIE-Probe analysiert. 
(B) Die DNA-Bindungsaktivität von STAT1 wurde durch das Einführen von einem Alanin- oder Lysinrest in die 
juxtamembranäre Region stark abgeschwächt. Cos-7 Zellen, die die chimären IL-5R-? und -? Rezeptoren 
(jeweils 7.5?g) wie beschriftet exprimierten und zu einer Homodimerisierung der Mutationen führten, wurden 
für 6 Stunden gehungert und anschließend mit 10ng/ml IL-5 während 30 min stimuliert. Kernextrakte wurden 
hergestellt und im EMSA mit der SIE-Probe analysiert. 
 
Um die erzielten Ergebnisse in einer anderen Zelllinie zu bestätigen, wurden Reportergen-
Analysen in HepG2 Hepatoma Zellen durchgeführt. Um eine STAT1- wie auch eine STAT3-
Aktivierung nachweisen zu können, bediente ich mich zweier verschiedener 
Reportergenkonstrukte: Das Plasmid pGL3-IRF-tk-Luc beinhaltet zwei Kopien der STAT1 
Bindungsstelle vor einem Thyminkinase-Minimalpromotor (Abb. 3.19 A); das durch den ?2-
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Makroglobulinpromotor gesteuerte Reportergen ist hauptsächlich STAT3 responsiv (Abb. 
3.19 B). Für STAT3 konnte bestätigt werden, dass sich die +1A Mutante erneut in der 
Signaltransduktion deutlich schwächer zeigte als die +2A und insbesondere die +3A Mutante. 
In Abbildung 3.19 steigen die Aktivierungen kontinuierlich von der +1A zur +3A Mutante an, 
unabhängig ob auf STAT1 oder STAT3 responsive Elemente geprüft wurde. Auch in den 
Luziferase-Experimenten zeigten die Lysin-Mutanten gleiche Ergebnisse wie die Alanin-
Mutanten (Abb. 3.19 B Spuren 2 & 3 gegen Spuren 6 & 7). 
 
 
 
Abbildung 3.19 
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Abbildung 3.19 Die Insertion von Alaninresten in den membrannahen, intrazellulären Bereich der 
gp130 – Kette  führt zur  Entkopplung  der  Rezeptorphosphorylierung  von  der  STAT –  Aktivierung 
(A) Aktivierung eines STAT1-responsiven Reportergens wurde durch die +1A Mutante drastisch reduziert. 
HepG2 Zellen, die die chimären Rezeptoren so wie das Reporter-Gen Konstrukt pGL-IRF-tk-Luc wie angezeigt 
exprimierten und zu einer Homodimerisierung der Mutationen führten, wurden mit 20ng/ml IL-5 während 16 
Stunden stimuliert (+) oder unstimuliert gelassen (-). Die Luziferase Aktivität der Lysate wurde mit der Aktivität 
der koexprimierten ?-Galaktosidase abgeglichen. Abgebildet sind repräsentative Luziferaseaktivitäten von drei 
unabhängigen Experimenten (gemittelt ± S.A.).  
(B) Aktivierung eines STAT3-responsiven Akutphase-Promotor getriebenen Reportergens wurde durch die +1A und die +1K 
Mutanten drastisch reduziert. HepG2 Zellen, die die chimären IL-5R-? und -? Ketten mit den gezeigten Mutationen so wie 
das Reportergen-Konstrukt pGL3?2M-215Luc exprimierten wurden mit 10ng/ml IL-5 während 16 Stunden stimuliert (+) 
oder unstimuliert gelassen (-). Die Luziferaseaktivität der Lysate wurde mit der Aktivität der koexprimierten ?-Galaktosidase 
abgeglichen. Abgebildet sind repräsentative Luziferase- aktivitäten von drei unabhängigen Experimenten (gemittelt ± S.A.).  
 
3.3.7 Heterodimerisierung  
Die Verwendung der IL-5R-Chimären ermöglichte es, die zytoplasmatisch veränderten 
Rezeptorkonstrukte nicht nur in einem homodimerisierenden, sondern auch in einem 
heterodimerisierenden Versuchsansatz zu untersuchen. Nachdem bereits extensiv untersucht 
worden war, welchen Einfluss die Homodimerisierung der einzelnen Mutanten auf die 
Signaltransduktion hat, entstand eine starke Neugierde zu sehen, wie eine 
Heterodimerisierung einer WT-Kette mit einer Rezeptor-Mutante die Signaltransduktion 
verändert. Interessanterweise zeigte sich bei transienter Transfektion von Cos-7 Zellen mit der 
IL-5R-?/gp130 „Wildtyp“ Kette und der jeweiligen IL-5R-?/gp130 +1A, +2A, +3A oder +4A 
Kette das gleiche Aktivierungsmuster im EMSA und Reportergen-Analysen wie im Kontext 
der Homodimerisierung (Abb. 3.20 A & B). Auch hier übermittelt das +3A Konstrukt das 
stärkste Signal (Spur 4), wobei die +1A und +4A Konstrukte das schwächste STAT1 
Aktivierungspotential besaßen (Spur 2 bzw. 5). Diese Beobachtungen sind im Einklang mit 
dem theoretischen Modell der rotationellen Rezeptoraktivierung im Rahmen einer 
Heterodimerisierung, welches in Abb. 3.21 gezeigt ist, und deuten auf eine 
Orientierungsabhängigkeit der Signaltransduktion hin. 
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Abbildung 3.20 Die Heterodimerisierung einer mutierten IL-5R-? Chimäre mit einer IL-5R-? 
“Wildtyp” Chimäre bestätigt die Rotations-sensible STAT-Aktivierung. Die Heterodimerisierung 
einer mutierten IL-5R-? Chimäre mit einer IL-5R-? “Wildtyp” Chimäre wirft neue Fragen auf. 
(A) Die Heterodimerisierung erfolgte zwischen den verschiedenen mutierten IL-5R-?-Ketten mit der IL-5R-? 
„Wildtyp“ Kette. HepG2 Zellen, die die chimären Rezeptoren so wie das Reportergen-Konstrukt pGL3?2M-
215Luc exprimierten, wurden mit 20ng/ml IL-5 für 16 Stunden stimuliert (+) oder unstimuliert gelassen (-). Die 
Luziferaseaktivität der Lysate wurde mit der Aktivität der koexprimierten ?-Galaktosidase abgeglichen. (B) Cos-
7 Zellen, die die chimären Rezeptoren wie beschriftet exprimierten (je 7.5?g) wurden so behandelt wie schon in 
Abb. 3.18 B beschrieben. Die Intensität der STAT3-DNA-Bindung wurde quantifiziert und als Diagramm in 
Prozent der maximalen Aktivierung angegeben. (C) Durchführung wie unter (A) bereits beschrieben. Die 
Aktivierung eines STAT1-responsiven Akutphase-Promotor getriebenen Reportergens wurde durch die 
Heterodimerisierung der verschiedenen mutierten IL-5R-?-Ketten mit der IL-5R-? „Wildtyp“ Kette stark 
moduliert. (D) Cos-7 Zellen, die die chimären Rezeptoren so wie beschriftet exprimierten (je 7.5?g) wurden so 
behandelt wie schon in Abb. 3.18 B beschrieben. Zusätzlich wurde die Intensität der STAT3-DNA-Bindung 
quantifiziert und als Diagramm abgebildet. Abgebildet sind repräsentative Aktivitäten von mindestens drei 
unabhängigen Experimenten (gemittelt ± S.A.).  
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Zusätzlich zeigen die heterodimerisierten Konstrukte, dass die 4,8 Ångström Verschiebung 
zwischen beiden zytoplasmatischen Domänen (Mutante +3A mit WT), hervorgerufen durch 
die drei eingefügten Aminosäuren, durch die Januskinasen kompensiert werden können und 
keinen Einfluss auf die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren haben. Unter einer 330°-
Verdrehung von nur einer Rezeptorkette, kommt es zu einer effektiven Verdrehung beider 
Rezeptorketten im Komplex von nur 30°, was sehr nahe an der physiologischen 
Konformation liegt (Abb. 3.21 rechts oben, WT und +3A) Trotz eines Abstandes von 4,8 Å 
zwischen den beiden Dimer – Ketten  kommt es in dieser Konstellation zu einer Aktivierung 
der JAKs die zu einer 80 prozentigen STAT1- und STAT3-Aktivierung führt, wie in Spur 4 
zu sehen ist (Abb. 3.20). Im Gegensatz dazu verminderte die Konformationsänderung, die 
durch das Einfügen von nur einer Aminosäure in nur eine Kette induziert wurde, die STAT3-
Aktivierung um ca. 55% (Abb. 3.20 B, Spur 2) und die STAT1-Aktivierung um 30% (Abb. 
3.20A, Spur 2). Diese stärkere Abschwächung kann durch die Konformation des Komplexes 
erklärt werden, der durch die Insertion von nur einer Aminosäure induziert wird. Durch die 
Drehung könnte der Aktionsradius der Januskinasen so eingeschränkt werden, dass nicht 
mehr eine ausreichende Aktivierung der STAT-Faktoren erfolgt. In Abbildung 3.21 ist dieser 
Aktionsradius als blaues Feld markiert. Man sieht deutlich, das es im Falle von +1A, +2A und 
+4A nicht zu einer effektiven Aktivierung kommen kann, da sich die Aktionsradien beider 
Rezeptorketten nicht überlappen.  
Um die Untersuchung der Heterodimerisierung zu vervollständigen, wurden WT-Kette und 
mutierte Rezeptorkette vertauscht, so dass sich im zweiten Versuchsansatz die Mutationen in 
der IL-5R-? Chimäre befanden und die IL-5R-? Chimäre die WT-Kette darstellte. Wie im 
vorangegangen Experiment wurden EMSA und Reportergen-Analysen durchgeführt, um 
diese Konstellation zu testen. Erstaunlicherweise stellte sich heraus, dass dieser 
Versuchsaufbau die Ergebnisse verändert (Abb. 3.20 C & D). So war nicht mehr +3A die 
Mutante, die am stärksten signalisierte, wenn man sie zusammen mit einer WT-Kette 
exprimierte und stimulierte, sondern die +2A Mutante (Spur 9 ist stärker als Spur 10). Die 
+1A und +3A Konstrukte zeigten eine gleich hohe STAT Aktivierung (Spuren 8 und 10 sind 
gleich stark und schwächer als Spur 9). Es zeigte sich also prinzipiell im Vergleich zur 
inversen Heterodimerisierung eine Verschiebung der stärksten Aktivierung von +3A zu +2A; 
der Rest der Ergebnisse ist identisch. Auch in dieser Rezeptorkonstellation führte eine 
Insertion von vier Alaninresten in den juxtamembranären intazellulären Bereich zu der 
stärksten Reduktion der Aktivierung.  
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Abbildung 3.21 ?-helikale Rotations-Projektion der Heterodimere  
Jede eingeführte Aminosäure führt zu einer Drehung von ~ 110° im Uhrzeigersinn und zu einer Verlängerung 
von 1,6Å der Rezeptorkette. Dargestellt sind Heterodimere der einzelnen Mutanten. Links befindet sich jeweils 
der WT und rechts sind die IL-5R-? Mutanten dargestellt. Die Achse der ?-Helix steht senkrecht auf der 
Bildebene. Man beachte die Nähe der +3A Mutante zur „Wildtyp“ Konformation. 
 
Zum Abschluss des Kapitels der Rezeptorrotation wurden die hierzu generierten Ergebnisse 
in Tabelle 3.1 zusammengefasst. Die konsekutiv aufeinander folgenden Schritte bzw. 
Voraussetzungen der Signaltransduktion verlaufen von oben nach unten. Unter +1A kann man 
erkennen, dass es zwischen Rezeptor-Phosphorylierung (++++) und STAT-Aktivierung (+) zu 
einem Abbruch der Signaltransduktion kommt. EMSA- und Reportergen-Experimente zeigen 
geringste Aktivität. Unter +3A hingegen erfolgt eine Abschwächung der Aktivierung schon 
auf Höhe der JAK1 Aktivierung (++). Interessanterweise zeigt diese Mutante als einzige eine 
Rekonstitution der Aktivierung, und zwar von der Rezeptor-Phosphorylierung (++) zur STAT 
Aktivierung (+++). Die Insertion von zwei Alanin-Resten führt nur zu einer intermediären 
Signalabschwächung (EMSA im Mittel ++). Die letzte Mutante (+4A) ist nahezu 
signalisierungsdefizient. 
 
Tabelle 3.1: Zusammenfassung der Daten zur Rezeptorrotation  
 
Rezeptor Konstrukte WT +1A +2A +3A +4A 
JAK-Rezeptor Bindung + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
JAK1 Y-P + + + + + + + + + + + + + + 
Rezeptor Y-P + + + + + + + + + + + + + 
STAT1 Y-P + + + + +  +  +  - 
STAT3 Y-P + + + + + + + + + + + + 
EMSA (STAT1) + + + + + + + + + + + - 
EMSA (STAT3) 
 
+ + + + + + + + + - 
Reporter Gen-Induktion + + + + + + + + + + +/- 
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IV  DISKUSSION 
 
4.1 BEDEUTUNG DER TRANSMEMBRANDOMÄNE FÜR DIE 
SIGNALTRANSDUKTION ÜBER DEN JAK/STAT-WEG 
Einer allgemeinen Ansicht folgend dient die TMD der Zytokinrezeptoren der Verankerung in 
der Plasmamembran. Kim et al. publizierten, dass die TMD des gp130-Rezeptors für die 
Signalisierungsfähigkeit des IL-6 Rezeptorkomplexes unabdingbar sei [104]. In dieser 
besagten Arbeit wurden chimäre Fusionsproteine aus BCR und gp130 hergestellt, die 
entweder die TMD des gp130 enthielten oder nicht. Die Proteine wurden zytoplasmatisch 
exprimiert und tetramerisierten über eine N-terminale Domäne des BCR. Nur eine Chimäre, 
welche die gp130-TMD enthielt, war in der Lage, eine Geninduktion von IL-6-responsiven 
Elementen zu induzieren. Zum einen blieb in dieser Arbeit die Frage völlig ungeklärt, wie ein 
Protein, welches eine TMD besitzt, sich im Zytoplasma verhält, zum anderen wird in der 
Kontrollchimäre die gp130-TMD nicht durch einen äquivalent langen linker ersetzt, sondern 
lediglich deletiert. Die Signalinkompetenz des BCR/gp130(?TM)-Konstruktes könnte also 
auch darin begründet liegen, dass sich der gp130-Anteil zu nah am BCR-Anteil befindet, um 
wichtige Proteine zu rekrutieren.  
Ergebnisse, die in der vorgelegten Dissertation akquiriert wurden, zeigen, dass die 
Transmembrandomäne der gp130-Kette durch die entsprechenden Bereiche der IL-5-
Rezeptoren ersetzbar ist. Die Ausbildung des extrazellulären IL-5 Rezeptorkomplexes führt 
zu einer Konformation, die die Aktivierung der sich zytoplasmatisch anschließenden gp130 
Ketten ermöglicht. Die Aktivierungsmechanismen dieser beiden Systeme sind folglich 
kompatibel. Dies gelingt mit einer IL-5R-? bzw. ?-TMD wie auch mit einer gp130-TMD. Die 
TMD des gp130 ist nicht essentiell für die Rezeptor-Aktivierung, sondern kann durch eine 
TMD eines verwandten Zytokinrezeptors ausgetauscht werden. 
Für eine hocheffiziente Signaltransduktion ist es jedoch unerlässlich, dass beide 
Rezeptorketten physiologisch miteinander dimerisierende TMD besitzen. So konnten zwar 
Dimere aus den IL-5R-TMD und Dimere aus den gp130-TMD effizient STAT1 aktivieren, 
wurden aber Rezeptorkonstrukte eingesetzt, die zu einer Heterodimerisierung einer IL-5R-
TMD mit einer gp130-TMD führten, war nur eine deutlich verminderte Signaltransduktion 
möglich. Diese Beobachtung lässt die Hypothese zu, dass es innerhalb der TMD 
Interaktionsbereiche oder eventuell sogar Dimerisierungsstellen geben könnte, die einen 
Beitrag zur Signalweiterleitung leisten. 
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French et al. benutzten ein chimäres Rezeptorsystem bestehend aus dem epidermal growth 
factor receptor (EGFR) extrazellulär und gp130 intrazellulär. Sie erhielten nach EGF-
Stimulation in der KAS-6/1 Zelllinie (Multiples Myelom) phosphorylierte Rezeptoren 
unabhängig davon, ob die TMD von gp130 oder vom EGFR stammte. Eine Stimulation mit 
EGF resultierte in einer Tyrosinphosphorylierung des endogenen gp130, wenn die TMD der 
chimären Rezeptoren von gp130 rekrutiert wurde. Stammte die TMD jedoch vom EGFR, 
wurde die Tyrosinphosphoryierung des endogenen gp130 stark reduziert [105]. 
Auch in den gp130/IL-5R-Chimären wurden Unterschiede im Aktivierungsverhalten 
gefunden, die auf den Austausch der TMD zurückzuführen sind. Durch Überexpression von 
JAK1 ließen sich Differenzen in der Sensitivität der Aktivierung demaskieren. Nach 
Koexpression von 2?g JAK1 zeigten die IL-5R-TMD-Chimären eine frühere 
ligandenunabhängige Aktivierung als die Rezeptoren mit einer gp130-TMD. 12h post 
transfectionem waren die gp130-TMD-Chimären im Gegensatz zu den Rezeptoren mit der IL-
5R-TMD noch nicht phosphoryliert (siehe Abb. 3.6). Die Rezeptoren, die die TMD des IL-5- 
Rezeptors enthielten zeigten sogar eine leichte konstitutive Aktivierung ohne Überexpression 
von JAK1 (Abb. 3.7 B, Spur 2). 
 
Die IL-5-Rezeptoren wie auch gp130 assoziieren mit JAK1 und JAK2 [106]. Da sich ein für 
die JAK-Bindung essentieller Teil der Rezeptorkette in unmittelbarer Nähe zur 
Plasmamembran befindet und da sich die JAKs ausschließlich in Membrannähe aufhalten 
[99], ist eine Bedeutung der TMD für die JAK-Bindung bzw. Aktivierung vorstellbar. Daten 
zu dieser Fragestellung sind für Zytokinrezeptoren der Klasse I nicht veröffentlicht. Ein 
Austausch der gp130 TMD durch die TMD des IL-5R könnte dies aufgrund der 
Verwandtschaft und der gemeinsamen Assoziation von JAK1 und JAK2 kompensieren und 
würde aus diesem Grund zu einer funktionellen Rezeptor-Chimäre führen. 
Beide chimären Rezeptorsysteme zeigen eine identische Bindung von überexprimierter JAK1 
in Kopräzipitations-Versuchen. Leider war es nicht möglich, die Bindung endogener JAKs an 
die beiden Rezeptorsysteme nachzuweisen. Überexprimierte JAKs zeigen eine verringerte 
Bindungsspezifität. Sie sind im Kontrast zu endogenen JAKs noch in der Lage, an einen 
Rezeptor mit deletierter BOX2 zu binden [persönliche Mitteilung von Dr. Claude Haan]. In 
Analogie ist nicht auszuschließen, dass überexprimierte JAKs noch an die veränderte TMD 
binden, wogegen endogene JAKs eventuell nicht mehr befähigt sein könnten, diese Bindung 
einzugehen. Um diesen Punkt weiter zu untersuchen und die JAK-Bindung indirekt zu 
verifizieren, wurden EMSA und Reportergen-Experimente ohne Kotransfektion von JAK1 
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durchgeführt. Da es ohne eine assoziierte JAK nicht zu einer Rezeptorphosphorylierung 
kommen kann, ist es möglich, indirekt über die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren oder 
eines Reportergens auf die JAK-Rezeptor-Interaktion zurückzuschließen. In diesen Versuchen 
zeigte sich nach Stimulation mit IL-5 eine äquivalente DNA-Bindungsaktivität von STAT1 
bzw. eine äquivalente Aktivierung eines STAT3-responsiven Akutphase-Promotor 
getriebenen Reportergens. Dieses Ergebnis kann Ausdruck einer bei beiden Systemen 
gleichen Affinität der JAKs zum Rezeptor sein, es könnte aber auch sein, dass sich ein 
negativer und ein positiver Effekt gegenseitig ausgleichen und so zu einer äquivalenten 
Aktivierung beider Rezeptorsysteme führen. So könnte eine verstärkte Aktivierung einer 
Mutante z. B. durch eine erhöhte Dimerisierungstendenz in der TMD durch eine geringere 
JAK-Assoziation oder -Aktivierung wieder ausgeglichen werden. Um diese Frage endgültig 
zu beantworten, müsste man die Assoziation endogener JAKs an den Rezeptor nachweisen 
und quantifizieren.  
 
Die geschilderten Untersuchungen zeigen, dass beide Rezeptor-Systeme prinzipiell gleich 
signalisieren, es aber leichte Unterschiede zwischen ihnen gibt, die auf die ausgetauschte 
TMD zurückzuführen sind. Die gp130-TMD scheint eine regulative Funktion zu erfüllen, 
indem sie für ein entschiedenes An- und Ausschalten sorgt und den abgeschalteten Zustand 
stabilisiert. Dies zeigt sich in einer gesteigerten konstitutiven Aktivierung der IL-5R-TMD-
Chimären ohne Stimulation mit IL-5. Diese Ergebnisse würden zu den Befunden über die 
TMD des EPOR passen, für die gezeigt wurde, dass sie für die Präassoziation der nicht 
signalisierenden Rezeptoren verantwortlich ist und so den inaktiven Zustand stabilisiert [92]. 
Neuere Daten aus eigenen Untersuchungen deuten aber darauf hin, dass der TMD des EPOR 
nur eine untergeordnete Rolle in der Rezeptor-Präassoziation zukommt. Dennoch könnte im 
Falle des gp130 die TMD zu der Ausbildung einer nicht signalisierenden Präassoziation der 
Rezeptorketten führen, die eine ligandenunabhängige Aktivierung verhindert. Weitere 
Experimente zu dieser Fragestellung werden zur Zeit durchgeführt. 
Die Fusionsstelle der IL-5R(TM)/gp130-Chimären befindet sich intrazellulär, fünf 
Aminosäurereste von der Zellmembran entfernt (siehe Abb. 3.2 C). Durch das Erstellen einer 
Mutante mit einem um 3 Aminosäuren verlängerten Einschub im Bereich dieser Fusionsstelle 
der Chimäre, fiel die Bedeutung der Region zwischen TMD und BOX1 auf. Bei dieser 
Mutante befinden sich an dieser Stelle 3 zusätzliche Aminosäurereste, die von der IL-5R ?-
Kette stammen (Abb. 3.2 D). Diese Region reagierte im Gegensatz zur extrazellulär 
juxtamembranären Region sehr sensibel auf Veränderungen. Drei zusätzliche AS an dieser 
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Stelle führten zu einer Reduktion der Aktivierung auf ~ 65% der „WT“ Chimäre. Wie in 
weiteren Versuchen gezeigt werden konnte, führte schon der Einschub von einer einzigen AS 
zu einer noch stärkeren Reduzierung des Signals auf ~30-40% der maximalen Aktivierbarkeit 
(siehe Kapitel 3.3).  
Diese Ergebnisse führen zu einer Schwachstelle der verschiedenen TMD Konstrukte, auf die 
hier eingegangen werden muss. Es ist ihre Konstruktionsweise mittels 
Restriktionsendonukleasen. Hierdurch mussten in die membrannahe Extrazellulärregion 
linker von sieben AS (IL-5R-?/gp130(TM)-Chimäre) bzw. dreizehn AS (IL-5R-
?/gp130(TM)-Chimäre) eingefügt werden (Abb. 4.1) Erstaunlicherweise zeigten diese 
Konstrukte im Vergleich zu den chimären Rezeptoren ohne linker (TMD des IL-5R) keine 
Reduktion in der Stärke des Signals im Rahmen einer Homodimerisierung der TMD (Abb. 
3.5, Spur 2 ohne linker, Spur 4 mit linker). 
Um die Bedeutung der TMD für die Aktivierung und die Signalweiterleitung weiter zu 
analysieren, wurden die Auswirkungen einer unphysiologischen Heterodimerisierung zweier 
nicht zueinander passenden TMD in EMSA und Reportergen-Experimenten untersucht. In 
dieser Konstellation kommt den oben erwähnten linkern eine besondere Bedeutung zu. Diese 
zusätzlichen linker haben zur Folge, dass es im Rahmen einer Heterodimerisierung der TMD 
nicht zu einem reinen Austausch der TMD kommt, sondern auch zu einem Austausch der 
flankierenden Aminosäurereste (Abb. 4.1). Dies hat die Konsequenz, dass auch die 
Ergebnisse mit diesen Konstrukten (Austausch der TMD) nicht nur auf die TMD 
zurückzuführen sind. Trotz dieser Verschiebung zeigte sich aber nur eine relativ geringe 
Reduktion der Aktivierbarkeit bei einer solchen Kombination der Rezeptorketten: 
Für die Kombination der IL-5R-?-TMD mit der gp130-TMD waren dies 20% Reduktion und 
für die Kombination der IL-5R-?-TMD mit der gp130-TMD 35%. Diese Zahlen werden erst 
anschaulich, wenn man sie mit der Reduktion der Aktivierbarkeit durch die Insertion einer 
einzelnen AS in den juxtamembranär intrazellulären Bereich vergleicht, die bei 60-70% liegt. 
Umso mehr erstaunt es, dass die Reduzierung der Aktivierung durch eine 
Heterodimerisierung nur so gering ausfällt, da es nicht nur zu einer unphysiologischen 
Kombination der TMD kommt, sondern auch zu einer ungünstigen Kombination der 
zusätzlichen linker .  
Hierfür kommen mehrere Erklärungen in Frage. Auf der einen Seite könnte die Ähnlichkeit 
der verwendeten Rezeptoren für diesen Effekt verantwortlich sein, so dass benötigte 
Voraussetzungen der TMD vom jeweilig anderen System übernommen und kompensiert 
werden können. Hierfür sprechen die gemeinsame Nutzung von JAK1 und JAK2 durch beide 
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Rezeptorsysteme sowie der ähnlich promiskuitive Charakter von common beta chain und 
gp130 Rezeptorkette, die beide mit verschiedenen Rezeptoren und Zytokinen Komplexe 
bilden und so auf ein hohes Maß an Flexibilität angewiesen sind. Dennoch gehören IL-5 und 
IL-6 in zwei distinkte Zytokin-Klassen. Auf der anderen Seite könnte es aber auch sein, dass 
die hier untersuchte Region für die Aktivierung und Rezeptor-Aggregation keine Rolle spielt, 
und es hauptsächlich auf die Verankerung des Rezeptors in der Membran ankommt, so dass 
die TMD gegenseitig ausgetauscht werden können ohne die Rezeptorfunktion erheblich zu 
verringern.  
Die extrazellulären linker könnten in eine Region geraten sein, die sich schon durch 
Flexibilität auszeichnet und würden die Funktionalität dieses Bereiches nicht einschränken. 
Es gibt Ergebnisse am EPOR, die auf eine Notwendigkeit für eine flexible Struktur im 
Übergang von TMD zum Extrazellulärbereich deuten [107]. In dieser Arbeit von Kubatzky et 
al. wird der Übergang des EPOR von transmembranär nach extrazellulär konsekutiv mittels 
Cystein-Insertions-Mutagenese und anschließendem crosslinking untersucht. Diese Versuche 
zeigen ein unspezifisches crosslinking im Bereich der fünf N-terminalen Aminosäuren der 
TMD, was mit einer ?-helikalen Struktur in diesem Bereich nicht in Einklang zu bringen ist. 
Wird dieser Bereich durch einen Polyleucin-linker ersetzt, der im Bereich der 
Plasmamembran eine rigide ?-Helix ausbildet, so kommt es zu einer konstitutiven 
Aktivierung des EPOR. Die native Struktur in diesem Bereich scheint eine konstitutive 
Aktivierung des Rezeptorkomplexes zu verhindern, indem sie bei einer konstitutiven 
Präassoziation der Rezeptorketten genügend Flexibilität zulässt. In der vorliegenden Arbeit 
gewonnene Ergebnisse deuten darauf hin, dass dieses auch bei der gp130 Rezeptorkette der 
Fall sein könnte. 
Neue, in EPOR-gp130 Chimären gewonnene Ergebnisse [Greiser et al., nicht veröffentlicht] 
zeigen hierzu, dass 15 zusätzliche Aminosäuren juxtamembranär extrazellulär keinen 
negativen Einfluss auf die Signalisierungsfähigkeit der Rezeptoren haben. Diese 15 Reste 
stammen von der membranproximalen Fibronektin Typ III Domäne (D6) der gp130 Kette. 
Diesen 15 Aminosäuren folgen N-terminal die C-terminalen 15 Aminosäuren der 
membranproximalen Fibronektin Typ III Domäne des EPOR. Es kommt also zu einer 
Verdoppelung dieses Abschnittes. Es ist erstaunlich, dass eine so große Veränderung, nahe 
des Übergangs von extrazellulär zu intrazellulär, keinen Einfluss auf die Rezeptorfunktion 
hat. Falls dieser Einschub einen flexiblen linker bildet, stellt sich die Frage, wodurch dann die 
zur JAK-Aktivierung führende Konformationsänderung der zytoplasmatischen Rezeptorkette 
zustande kommt. 
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Da der juxtamembranär intrazelluläre Bereich der gp130-Kette sehr sensibel auf 
Veränderungen reagiert und von der TMD aus eine Rotation der zytoplasmatischen 
Rezeptorketten möglich ist, müsste die TMD für eine Fixierung der beiden gp130-Ketten 
zueinander sorgen. Man könnte dieser Hypothese nachgehen, indem man juxtamembranär 
extrazellulär einen flexiblen hydrophilen linker inseriert und die Funktionalität dieses 
Rezeptors evaluiert. 
 
Abbildung 4.1  Aufbau der vier verschiedenen IL-5R-? bzw. –?-Chimären und Darstellung der  
konstruktionsbedingten extrazellulären linker 
Zur Orientierung beachte man links das WSEWS Motiv und rechts das PDP Motiv der BOX1. Die 
Transmembrandomänen sind unterstrichen. Unter (A1) ist die IL-5R-?/gp130(TM) Mutante dargestellt, bei der 
der Extrazellulärteil des IL-5-?-Rezeptors C-terminal mit den Aminosäuren GN endet. Physiologischerweise 
sind es aber noch weitere 8AS bis zur TMD, wie unter (A2) zu sehen ist. Juxtamembranär extrazellulär befindet 
sich bei den gp130-TM-Chimären ein konstruktionsbedingter linker von 15 AS Länge zwischen TMD und der 
Chimären-Schnittstelle (unter (A1) und (B1) mit einer großen Klammer markiert). Für die effektive Länge des 
linkers muss man die 8 ausgelassenen AS der IL-5R-?-Kette von den zusätzlichen 15AS der gp130-
Rezeptorkette abziehen und erhält so 7AS. Für die IL-5R-?/gp130-Chimären ist äquivalent zu verfahren, wie 
unter (B1) und (B2) zu sehen. In diesem Falle wurden nur 2AS des Extrazellulär-Bereiches der IL-5R-?-Kette 
ausgelassen, so dass die effektive linker-Länge 13AS beträgt.  
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4.2 VERLAGERUNG DER BOX1/2 AN DAS C-TERMINALE 
REZEPTORENDE 
Im Gegensatz zu Serin/Threoninkinasen oder Rezeptor-Tyrosinkinasen sind 
Zytokinrezeptoren auf ihre konstitutiv assoziierte Januskinase angewiesen, um Signale in die 
Zelle zu übermitteln. Die Interaktionsstellen auf beiden Seiten – des Rezeptors wie auch der 
Januskinase – wurden bereits gut charakterisiert. Mehrere Studien identifizierten die BOX1/2 
Region innerhalb des juxtamembranären Abschnitts der Zytokinrezeptoren und die N-
terminale Region der Januskinasen als essentiell für die JAK-Rezeptorbindung [57, 108].  
Im zweiten Teil dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass selbst überexprimierte JAK1, 
die eine recht unspezifische Bindungsfähigkeit aufweist, nicht an eine C-terminal translozierte 
BOX1/2 binden kann.  
Dies bietet zwei mögliche Wege der Erklärung. Entweder benötigt JAK1 eine 
membranproximale Position um gp130 binden zu können, da JAKs selbst oder über weitere 
Proteine mit der Plasmamembran verankert vorliegen, oder die verlagerte BOX1/2 Region 
nimmt eine unphysiologische Struktur an, wenn man sie an eine andere Position innerhalb der 
zytoplasmatischen Region von gp130 transloziert. Hinsichtlich der ersten Möglichkeit ist es 
sehr interessant, dass kürzlich die Januskinasen als Proteine identifiziert wurden, die zu der 
Familie der FERM-(band-four-point-one, ezrin, radixin, moesin)-Domänen enthaltenden 
Proteine gehören [109], die dafür bekannt sind, in die Bindung von zytoplasmatischen 
Proteinen an die Plasmamembran involviert zu sein [110]. Die vor kurzem gelöste 
Röntgenstruktur der Moesin FERM-Domäne deckte auf, dass diese Domäne eigentlich drei 
unabhängige Subdomänen beinhaltet: F1, F2 und F3 [111]. F1 stimmt mit der vorhergesagten 
?-grasp Domäne überein [72]. Interessanterweise faltet sich die F3-Domäne wie eine PH-
Domäne, die in der Lage ist, mit Phospholipiden zu interagieren. Behrmann et al. konnten 
zeigen, dass JAKs in lebenden Zellen ausschließlich an Membranen gebunden vorliegen [99, 
112].  
Um die zweite Möglichkeit zu diskutieren, dass die BOX1/2 in einer C-terminalen Position 
nicht ihre native Struktur ausprägen kann, welche Voraussetzung für die JAK-Bindung ist, 
muss darauf verwiesen werden, dass sich diese in Cos-7 Zellen exprimierten Proteine mittels 
AK präzipitieren ließen und sogar ein „WT“ Rezeptor mit der C-terminalen eingeschobenen 
BOX1/2 befähigt ist, STAT-Faktoren zu aktivieren und Reportergene zu induzieren. Somit 
kann die C-terminale Translokation zumindest nicht zu einem Zufallsknäuel der 
intrazellulären Domäne führen, es schließt aber nicht aus, dass die in eine fremde Umgebung 
eingeschobene BOX1/2-Sequenz eine unphysiologische Struktur einnimmt. 
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4.3 BEDEUTUNG DER ROTATION UND POSITION DER BOX1/2  
In einem Versuchsansatz, in dem 1, 2, 3 oder 4 Aminosäurereste den Abstand zwischen TMD 
und BOX1/2 vergrößerten, wurde Beweismaterial für zwei Voraussetzungen im Prozess der 
gp130-Aktivierung generiert. Obwohl die JAK-Bindung durch das Einsetzen von zusätzlichen 
Aminosäuren nicht signifikant beeinflusst wurde, nahm die JAK-Tyrosinphosphorylierung 
und mögliche Aktivierung mit steigender Zahl eingefügter Reste ab und deutet auf eine 
Sensitivität der Abstandsänderung zur Membran hin. Der abnehmende Aktivierungszustand 
der verschiedenen Rezeptormutanten kann auch noch auf der Ebene der Rezeptor-
phosphorylierung beobachtet werden, was nicht überraschen mag, da JAKs für diesen 
Signaltransduktionsschritt verantwortlich gemacht werden. Von der Rezeptor-
phosphorylierung zur STAT-Aktivierung erfolgt die Entkoppelung. Bei schwacher 
Rezeptorphosphorylierung kommt es durch die +3A-Mutante zu einer deutlich stärkeren 
STAT-Aktivierung als bei starker Rezeptorphosphorylierung durch die +1A-Mutante. Diese 
Beobachtung zeigt, dass eine zweite Voraussetzung für volle Rezeptoraktivierung gegeben 
sein muss: die korrekte Orientierung der zytoplasmatischen Domänen. 
Eine unabhängige Studie zur juxtamembranär intrazellulären Region des EPOR beschreibt 
ebenfalls eine ?-helikale Abhängigkeit der EPO-induzierten Signaltransduktion [93]. Diese 
Beobachtungen von Constantinescu et al. zeigen jedoch einen unterschiedlichen Effekt 
hinsichtlich der Tyrosinphosphorylierung des Rezeptors. Im Gegensatz zu Daten die hier für 
gp130 gezeigt wurden, resultiert das Einfügen von einem zusätzlichen Alaninrest in die 
Juxtamembranregion des EPOR in einer Entkoppelung der Rezeptor- von der JAK- 
Phosphorylierung, also einen Schritt upstream von der Entkoppelung bei der gp130 
Signaltransduktion. Interessanterweise gibt es aber eine Anzahl von gemeinsamen 
Beobachtungen für diese sonst nicht verwandten Zytokinrezeptoren, gp130 und EPOR: In der 
oben genannten Studie am EPOR wie auch in eigenen Experimenten führte das Einsetzen von 
drei Aminosäuren zu funktionellen Rezeptoren hinsichtlich ihrer biologischen Aktivität, 
wobei das Einfügen von vier Aminosäuren in defekten Mutanten resultierte. Das Einfügen 
von nur einem zusätzlichen Alaninrest resultierte in einer starken Aktivierung der jeweiligen 
Rezeptorkinase (JAK2 für EPOR und JAK1 für gp130), der Rezeptor aber signalisierte 
schwächer. Weiterhin konnte die Arbeitsgruppe von Constantinescu et al. [113] ein 
hydrophobes Motiv in der membranproximale Domäne des EPOR (L253, I257, W258) 
identifizieren, welches interessanterweise auch in der gp130 Rezeptorkette konserviert ist 
(I647, I651, W652). Haan et al. [59] konnten kürzlich zeigen, dass W652 für die JAK-
Aktivierung absolut entscheidend ist (es ist die korrespondierende Aminosäure zu W258 im 
84                                                Diskussion 
 
EPOR). Ein gp130 Konstrukt mit einer Mutation W652A ist noch in der Lage JAK1 zu 
rekrutieren, aber nicht länger in der Lage die Kinase zu aktivieren [59].  
Nach der Bewertung der in dieser Arbeit mit den +1A-, +2A-, +3A- und +4A-Konstrukten 
erhobenen Daten wird der Schluss gezogen, dass die JAK1-Tyrosinphosphorylierung eher 
sensibel auf den Abstand zur Membran reagiert als sensibel auf eine Änderung der 
Orientierung. Zusätzlich unterscheidet sich der Aktivierungsmodus des gp130 von dem des 
EPOR insoweit als dass die Reorientierung des hydrophoben juxtamembranär intrazellulären 
Abschnitts nicht zu einer Entkopplung von JAK- und Rezeptor-Phosphorylierung führt, so 
wie es im EPOR der Fall ist. Für gp130 wurde jedoch in der vorgelegten Arbeit identifiziert, 
dass sich die STAT-Faktoren nur abhängig von einer präzisen Orientierung der 
zytoplasmatischen Rezeptorketten zueinander aktivieren lassen. Es konnte deutlich gezeigt 
werden, dass starke JAK- und Rezeptor-Phosphorylierung nicht zwingend in einer STAT-
Aktivierung resultieren. So führte die Insertion eines einzigen Alaninrestes in die 
juxtamembranäre Region zu einer Entkoppelung dieses Signaltransduktionsschrittes. Für die 
+3A-Mutante scheint die Situation anders zu sein. Auch wenn die JAK-Bindung unverändert 
ist, zeigt diese Rezeptormutante eine drastisch verringerte JAK-Phosphorylierung und 
nachfolgende Rezeptor-Phosphorylierung. Wenn man hingegen die STAT-Aktivierung 
beobachtet, so erweist sich die +3A-Rezeptormutante als ein stärkerer Induktor der STAT-
DNA-Bindung und Reportergen Expression als die +1A-Mutante, besonders wenn man die 
reduzierte Zelloberflächen-expression der IL-5R?/gp130(+3A) Mutante im Vergleich zur 
entsprechenden IL-5R?/gp130(+1A) Mutante in Betracht zieht. Diese Ergebnisse sind am 
schlüssigsten, wenn man eine ?-helikale Struktur in der hydrophoben konservierten 
juxtamembranären Domäne des gp130 postuliert. Die Insertion von einer Aminosäure würde 
den Rezeptor um annähernd 110° drehen, was in einer gänzlichen Verdrehung resultiert und 
eine effiziente Signaltransduktion unterbinden könnte. Im Gegensatz dazu sollte der Einschub 
von drei Aminosäuren zu einer Drehung von annähernd 330° führen, was den Rezeptor in die 
Nähe seiner ursprünglichen Position rotieren würde. Die Diskrepanz in der 
Signaltransduktions-Kapazität zwischen dem +3A-Rezeptor und dem WT ist wahrscheinlich 
das Ergebnis der zwei unterschiedlichen Voraussetzungen für die gp130 Aktivierung: erstens 
müssen die JAKs nahe an der Membran lokalisiert sein, um im vollen Ausmaß aktiviert 
werden zu können (was bei der +3A-Mutante weniger der Fall ist), und zweitens müssen die 
zytoplasmatischen Regionen beider Rezeptoren präzise orientiert sein, um eine STAT 
Aktivierung zuzulassen (was bei der +3A-Mutante der Fall ist). 
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Zum Abschluss der Versuche der von einer Rotation des Rezeptors abhängigen STAT-
Aktivierung wurde die Heterodimerisierung von jeweils einer „WT“ Kette mit einer mutierten 
Rezeptorkette getestet. Die Ergebnisse hierfür differieren je nachdem in welcher Kette die 
Mutationen zu liegen kommen. Befinden sich diese in der IL-5R-?-Chimäre so werden die 
Ergebnisse aus den Homodimerisierungsstudien bestätigt, was die Voraussetzung einer 
korrekten Rezeptor-Orientierung für eine STAT-Phosphorylierung untermauert, so wie es in 
Abbildung 3.21 für eine Heterodimerisierung dargestellt ist. Wieder war die +3A-
Rezeptormutante diejenige, die von allen Mutanten die stärkste STAT1-Aktivierung 
induzierte. Die Abschwächung der Signalstärke war im Vergleich zum WT im 
Homodimerisierungs-Versuch jedoch gemildert. Innerhalb eines Heterodimers einer WT-
Kette und einer mutierten Kette war sogar die +4A-Mutante in der Lage ein Signal zu 
übermitteln, was zu einer STAT1-Phosphorylierung führte. Dies mag den Schluss zulassen, 
dass zumindest eine JAK des signalisierenden Komplexes Membran-proximal lokalisiert sein 
muss, um eine Rezeptoraktivierung zu ermöglichen.  
Befinden sich die zusätzlichen AS hingegen in der IL-5R-? Chimäre führt dies zu einer 
Verschiebung der stärksten Aktivierung von der +3A- zur +2A-Mutante. Aber warum kommt 
es zu dieser Verschiebung der Aktivitäten, nur wenn man die Mutationen von einer Kette in 
die andere verlagert? Beide Ketten sind vom juxtamembranären extrazellulären Bereich bis 
zum C-Terminus identisch. Sie unterscheiden sich lediglich in ihrem extrazellulären Teil, der 
aus der IL-5R-? bzw. ?-Kette besteht. Der Grund dieser Verschiebung liegt wahrscheinlich 
am Aufbau und der Konformation der IL-5 und IL-6 Rezeptorkomplexe. Die 
dreidimensionalen Strukturen beider ?-Ketten, d. h. die Domänen 1-3 von gp130 und der 
extrazelluläre Bereich der common beta chain wurden bereits aufgeklärt und zeigen ein 
gewisses Maß an Homologie. Sie bilden im signalisierenden Komplex ein Dimer aus und 
stellen den zentralen Signalweiterleiter dar. Die Struktur der IL-5R-? Kette ist nicht bekannt 
und es ist auch nicht geklärt, ob sie ein Dimer ausbildet. Da leider die Stöchiometrie und 
Geometrie des signalisierenden IL-5 Rezeptorkomplexes noch nicht bekannt ist, existiert nur 
ein hypothetisches Modell. Wahrscheinlich lagern sich zwei IL-5R-? Ketten zentral zwischen 
das Dimer der common beta chain. Die Geometrie des Komplexes aus IL-6 und den 3 N-
terminalen Domänen der gp130-Rezeptorkette konnte gelöst werden und besteht aus je zwei 
Molekülen IL-6, gp80 und gp130 (D1-D3) (siehe Abb. 4.2). 
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Abbildung 4.2 Kristallstrukturen des IL-6-Komplexes und des Dimers der common beta chain (oben) 
und Modelle der signalisierenden Komplexe (unten) 
(A) Zentral befinden sich die beiden gp130 Rezeptorketten (hellblau & blau) und lateral die IL-6-?-Rezeptoren 
(grün) des Komplexes. Interleukin-6 (rosa & orange) befindet sich zentral, eingerahmt von den Domänen D2/D3 
der gp130- und gp80-Ketten [47]. (B) Darstellung der dreidimensionalen Struktur des common beta chain-
Dimers (IL-5R-?, oben) [114]. Die N-terminale Domäne B1 (dunkelblau, rechts) befindet sich zwischen den 
beiden membranproximalen Domänen A3 und A4 (hellblau) der anderen Rezeptorkette. Ein loop führt an der 
Domäne A3 vorbei und verbindet Domäne B1 mit B2. Unten ist schematisch eine hypothetische Konfiguration 
des signalisierenden IL-5-Komplexes dargestellt. Das IL-5-Dimer befindet sich zentral im Komplex (rot & 
orange); die IL-5R-?-Ketten (grün) lagern sich innen an die common beta chain (blau). 
 
In den oben genannten Versuchen tritt die Heterodimerisierung zwischen der IL-5R-? und -? 
Kette auf, von denen man die Position im Komplex aufgrund fehlender Daten nur vermuten 
kann. Eine Homodimerisierung beider ?-Ketten spielt in dieser Oligomerisierung keine Rolle, 
da ein Komplex mit deletierter zytoplasmatischer Domäne der IL-5R-?/gp130 Chimäre nicht 
signalisiert. Die Kristallstruktur der common beta chain enthüllte ein in sich verflochtenes 
ligandenunabhängiges Dimer (Abb.4.2) [115], bei dem ein ?-strand der Domäne A2 am 
Aufbau der Fibronektin-Typ-III-Domäne B2 des zweiten Rezeptors beteiligt ist und 
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umgekehrt. Dies impliziert erstens, dass es mindestens drei Rezeptorketten sind, die den 
signalisierenden Komplex bilden (2x? & 1x?); und zweitens, dass es nur zu einer 
ausschließlichen Heterodimerisierung von ?- und ?-Kette kommen kann, wenn der IL-5 
Rezeptorkomplex aus je 2 ?- und je 2 ?-Ketten bzw. Vielfachen dieser Kombination besteht 
und sich keine Dimerisierung bzw. Aktivierung zwischen den IL-5R-?-Ketten abspielt. Da es 
aber leider keine Befunde zur Stöchiometrie des IL-5R-Komplexes gibt, kann hierzu keine 
Aussage gemacht werden. Die Interpretation der Ergebnisse aus den Heterodimerisierungs-
studien variiert je nachdem von welcher Geometrie des signalisierenden Komplexes 
ausgegangen wird. Da die Struktur bis jetzt leider noch nicht bekannt ist, kann es auch nicht 
zu einer eindeutigen Interpretation kommen. Vielleicht ist es aber möglich, stattdessen einen 
anderen Weg zu gehen und aus den Ergebnissen der beiden Heterodimerisierungen auf die 
Geometrie des Komplexes zurückzuschließen. Dies war nicht Ziel dieser Arbeit, wäre aber 
ein interessanter Befund. Unter den Konfigurationen des signalisierenden IL-5-Rezeptor-
Komplexes, die erstens im nativen Zustand, sowie zweitens bei einer Drehung der ?-Ketten 
um 330°, und drittens bei einer Rotation der ?-Ketten um 220° signalisieren, müsste die 
physiologische Anordnung der IL-5 Rezeptorketten zueinander erhalten werden. Eine dieser 
Möglichkeiten ist in Abbildung 4.3 gezeigt. Es wird davon ausgegangen, dass je zwei ?-
Ketten mit je zwei ?-Ketten oligomerisieren und den signalisierenden Komplex bilden 
(Rechtecke). Es kommt zu einer maximalen Aktivierung im nativen Zustand (in der 
Abbildung oben), bei einer Drehung durch zwei zusätzliche Aminosäuren in den ?-Ketten 
(links unten), sowie bei einer Drehung durch drei zusätzliche Aminosäuren in den ?-Ketten 
(rechts unten). Die Aktivierbarkeit bei einer und bei vier zusätzlichen AS ist sehr stark 
reduziert. Die Winkel zwischen den aktivierenden Ketten sind bei +2A und +3A ungefähr 
gleich. Es müsste also zu einer gleich starken Aktivierung dieser beiden Mutanten kommen.  
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Abbildung 4.3: ?-helikale Rotations-Projektionen der maximal aktivierenden Rezeptorkomplexe im 
heterodimerisierenden Ansatz  
Oben ist ein postulierter nativer Zustand der Rezeptorketten dargestellt (WT). Von dort nach links unten erfolgt 
eine Drehung der ?-Ketten um 220° (+2A?). Nach rechts unten erfolgt eine Drehung der ?-Ketten um 330° 
(+3A?). Gelbe Blitze zeigen eine STAT- und Reportergen-Aktivierung an. Die Brücke zwischen je zwei IL-5-?-
Rezeptoren stellt die Fixierung der beiden zytoplasmatischen Rezeptorketten durch das extrazelluläre Dimer dar. 
 
Für den GHR konnte kürzlich gezeigt werden, dass das nicht Liganden-gebundene, 
präassoziierte Rezeptordimer durch eine Rotation aktiviert werden kann. In dieser Arbeit 
führen 1 bzw. 4 zusätzlich in die Transmembrandomänen inserierte Alaninreste zu einer 
konstitutiven JAK2- und STAT5-Aktivierung [116]. Der Unterschied in der Zahl der 
eingefügten Aminosäuren zwischen GHR und gp130 könnte dadurch erklärt werden, dass im 
Falle des GHR der inaktive präassoziierte Komplex gedreht wurde und so die den Rezeptor 
aktivierende Konformationsänderung erfolgreich nachgeahmt werden konnte. Im Falle von 
gp130 jedoch erfolgte eine Rotation des aktivierten Rezeptorkomplexes. Im EPOR-Komplex, 
für den auch eine ligandenunabhängige Präassoziation gezeigt werden konnte, kommt es nicht 
zu einer durch Rotation induzierten konstitutiven Aktivierung des präassoziierten Komplexes. 
Das gemeinsame Element dieser Studien am EPOR und GHR ist die Bedeutung der Rotation 
für die Aufrechterhaltung bzw. Induktion der Aktivierung und bestätigt die in der 
vorliegenden Arbeit für gp130 gewonnenen Ergebnisse. 
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V   ZUSAMMENFASSUNG & AUSBLICK 
 
5.1 ZUSAMMENFASSUNG 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Bereich um die Transmembrandomäne der 
gp130-Rezeptorkette mittels Mutationsstudien untersucht. 
 
Die TMD von gp130 wurde durch diejenigen des IL-5R ausgetauscht. Der für die Bindung 
der Januskinasen verantwortliche Teil des gp130-Moleküls wurde aus seiner membrannahen 
Position entfernt und an den C-Terminus des Rezeptors verlagert. 1-4 Aminosäuren wurden 
zwischen TMD und BOX1/2 eingefügt. Die erstellten Mutanten wurden in Cos-7 und HepG2 
Zellen exprimiert und anschließend molekularbiologisch auf ihr Aktivierungsverhalten 
untersucht. 
 
Die Transmembrandomänen des IL-5-Rezeptors können die Funktion der gp130-TMD 
übernehmen. Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und Reportergenen zeigen gleiche 
Werte. Die Bindung von überexprimierten Januskinasen ist nicht vermindert. Durch die IL-5-
Rezeptor-TMD kommt es zu einer leichten konstitutiven Aktivierung, die durch die gp130-
TMD verhindert wurde. Aus diesen Experimenten ergibt sich eine Bedeutung der gp130-
TMD für die Stabilisierung des inaktiven Zustandes des Rezeptors. 
 
Die BOX1/2 Region des gp130 ist nur in der Lage JAK1 zu binden, wenn sie membrannah 
lokalisiert ist. Erstmals konnte für einen mit JAK assoziierenden Rezeptor gezeigt werden, 
dass diese Region keinen Domänen-Charakter besitzt. Eine Position am C-Terminus des 
Rezeptors reicht weder für die Bindung von überexprimierten Januskinasen noch für die 
Aktivierung von STAT-Faktoren und Reportergenen aus. Für einen funktionellen Rezeptor 
muss diese Region membrannah lokalisiert sein. Eine Mutante mit einer physiologisch und 
einer C-terminal lokalisierten BOX1/2 Region ist in der Lage, STAT-Faktoren und 
Reportergene zu aktivieren und zeigt keine erhöhte Degradationsrate, was auf eine mindestens 
überwiegend korrekte Faltung der Rezeptorkette hindeutet. 
 
Die Insertion von 1-4 Alanin- bzw. 1-2 Lysin-Resten in die Exon-Exon Grenze 15-16 
offenbarte erstmals die ?-helikale Struktur dieses Bereiches und deckte eine rotationelle 
Abhängigkeit der Rezeptoraktivierung auf. Mit steigender Zahl der eingefügten Aminosäuren 
sank die Aktivierbarkeit der Januskinasen, ohne jedoch die Bindung überexprimierter JAKs 
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an den Rezeptor zu beeinflussen. Die JAK-Aktivierung reagiert sensibel auf eine 
Abstandserhöhung von der Membran. Eine Drehung um 110° führt, trotz einer sehr starken 
JAK- und Rezeptor-Phosphorylierung nur zu einer sehr schwachen STAT- und Reportergen-
Aktivierung und ist vermutlich Ausdruck einer räumlichen Behinderung der Januskinasen, die 
in dieser Position die STAT-Faktoren kaum mehr als ihr Substrat behandeln können. Bei einer 
Drehung von 330° lösen sich diese Behinderungen auf und es kommt trotz einer nun schon 
verringerten JAK-Aktivität zu einer starken STAT-Phosphorylierung.  
In Heterodimerisierungs-Versuchen konnten diese Ergebnisse bestätigt werden und es fanden 
sich Hinweise auf die Geometrie des IL-5 Rezeptor Komplexes (Abb. 4.3). 
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5.2 AUSBLICK 
Einige neue Fragestellungen ergeben sich aus den vorgestellten Ergebnissen, vor allem im 
Hinblick auf die Bedeutung der TMD für die Aktivierung der gp130 Rezeptorkette.  
 
1. Bestehen abhängig von der jeweiligen TMD Unterschiede in der Kinetik und der 
Konzentrationsabhängigkeit der Aktivierung? Hierzu hat Katrin Golz bereits Konzentrations- 
und Zeitreihen durchgeführt und fand keine signifikanten Unterschiede zwischen der 
Aktivierbarkeit chimärer Rezeptoren unabhängig davon, ob diese die gp130- oder IL-5R-
TMD enthielten. Die Neigung der IL-5R-TMD zur konstitutiven Aktivierung wurde durch 
ihre Versuche als signifikant bestätigt (Dissertation, in Vorbereitung). 
 
2. Bestehen in der gp130-TMD spezifische Interaktionen, die für die Rezeptoraktivierung eine 
Rolle spielen? Welche Bedeutung kommt der Transmembrandomäne zu? Hierzu ist geplant 
von Dr. Heike Hermanns klonierte Punktmutationen mit Hilfe von bimolecular fluorescence 
complementation- und fluorescence resonance energy transfer-Techniken auf die 
Auswirkungen der Rezeptorassoziierung zu untersuchen. Um die generelle Bedeutung der 
TMD evaluieren zu können, wäre es interessant die TMD funktionell zu deletieren und 
molekularbiologisch zu testen. Dies wäre über den Austausch der TMD durch einen Poly-
Alanin-linker möglich. Dieses Verfahren wurde bereits bei gap-junctional-channels 
angewandt und konnte Ergebnisse aus Mutagenese-Studien bestätigen [117]. 
 
3. Welche Bedeutung besitzt der juxtamembranär extrazelluläre Bereich der gp130 
Rezeptorkette für die Aktivierung? Wie beeinflussen die konstruktionsbedingt eingefügten 
Aminosäuren die Ergebnisse der TMD-Heterodimerisierung? Um dieser Fragestellung 
nachzugehen, wäre es nötig die entsprechenden TMD ohne die Insertion von zusätzlichen AS 
zu erstellen, wofür Techniken beschrieben worden sind [118, 119]. Dies ließe auch zu, 
zwischen einem Effekt der die TMD flankierenden linker und der Bedeutung der TMD zu 
differenzieren. Hiermit könnte so auch eine Aussage zum juxtamembranär extrazellulären 
Bereich und dessen strukturellen Voraussetzungen für die Aktivierbarkeit des Rezeptors 
getroffen werden.  
Neueste Ergebnisse, die für Rezeptoren mit und ohne zusätzlichem linker (EPOR extrazellulär 
/ gp130 zytoplasmatisch) gewonnen wurden, zeigen, dass der extrazelluläre Einschub keinen 
Einfluss auf die Stärke der STAT-Aktivierung hat [Greiser et al., nicht veröffentlicht]. Diese 
Befunde werfen die Frage auf, wie sich die zusätzlichen Aminosäuren im juxtamembranären 
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Extrazellulärbereich verhalten. Bilden sie einen Loop aus oder integrieren sie sich in die 
Struktur der C-terminalen Fibronektin Typ III Domäne (D6) der gp130 Rezeptorkette? 
Toleriert dieser Bereich Flexibilität? Zur Beantwortung dieser Fragen könnte zwischen TMD 
und Domäne 6 ein hydrophiler linker eingefügt werden und das entstandende Konstrukt auf 
Aktivierbarkeit geprüft werden. 
 
4. Durch die Induktion einer Rotation im Bereich zwischen TMD und BOX1 von gp130 
konnte erklärt werden, warum das Ausmaß der JAK-Aktivierung, eine Grundvoraussetzung 
für die Signalvermittlung aller Zytokinrezeptoren, nicht notwendigerweise das entsprechende 
Ausmaß der STAT-Aktivierung reflektiert. Da gp130 auch dafür bekannt ist, andere 
Signalwege zu aktivieren, wäre es interessant zu analysieren inwieweit die verschiedenen 
Rezeptormutanten in der Lage wären, eine ähnliche Entkopplung z.B. für die Aktivierung der 
MAP-Kinasen hervorzurufen. 
 
Ultimatives Ziel dieser weiteren Untersuchungen wäre die Identifizierung möglicher 
Interaktionsstellen im Aktivierungsmechanismus der gp130 abhängigen Signale als 
Grundlage für die Entwicklung modulierender Moleküle. 
Elliott et al. [120] identifizierten vier monoklonale Antikörper gegen den EPOR, die alle eine 
Proliferation einer humanen Epo-abhängigen Zelllinie induzierten. Es war jedoch nur einer 
dieser Antikörper befähigt auch eine Differenzierung dieser Zellen zu induzieren. Diese 
Befunde demonstrieren, dass subtile Änderungen in der Orientierung der Rezeptorketten 
relativ zueinander zu sehr unterschiedlichen Reaktionen führen können. 
Zukünftige Experimente werden sich auf das Verständnis des fine-tunings verschiedener 
Signale, die von einem Rezeptor ausgehen, konzentrieren, was sehr wichtig sein könnte, 
besonders im Licht einer möglichen medikamentösen Beeinflussung dieser Mechanismen.  
Sollte es gelingen nachzuweisen, dass tatsächlich abhängig von der Rezeptororientierung die 
Zytokin-vermittelten Signale unterschiedlich beeinflusst werden, könnten eventuell 
Substanzen entwickelt werden, die selektiv pathogen wirkende Wege hemmen, während 
physiologische Signalwege aufrechterhalten werden können. 
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